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Préface  
 
Les peptides vecteurs ou CPPs, courtes séquences peptidiques (< 30 acides aminés), ont la 
capacité de traverser la membrane plasmique des cellules avec une toxicité très limitée. Depuis leur 
découverte il y a aujouƌd’hui ďieŶtôt tƌois dĠĐeŶŶies, ils oŶt susĐitĠ ďeauĐoup d’iŶtĠƌġt daŶs la 
communauté scientifique du fait de leur aptitude à transporter avec eux des molécules, appelées 
cargos, de tailles parfois très importantes par rapport à celles des CPPs. Alors considérés comme des 
molécules inertes, les CPPs ouvraient des perspectives très intéressantes en termes de vectorisation. 
CepeŶdaŶt, depuis ƋuelƋues aŶŶĠes, de plus eŶ plus d’Ġtudes ƌeŵetteŶt eŶ Đause l’aďseŶĐe d’aĐtiǀitĠ 
biologique des CPPs et le terme de bioportide a même été créé pour désigner les CPPs ayant un effet 
biologique intrinsèque [1]. Parmi eux, se trouve le peptide (R/W)9 de séquence RRWWRRWRR, 
peptide vecteur largement étudié au Laboratoire des BioMolécules (UMR 7203) dans lequel j'ai 
réalisé mes travaux de thèse. Il a été montré au cours de précédents travaux [2], que ce peptide était 
capable de modifier le phénotype de cellules tumorales de type EF, modèle cellulaire du sarcome 
d’EǁiŶg, ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ uŶ ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe tƌğs dĠsoƌgaŶisĠ. Au ďout de ƋuelƋues heuƌes 
d’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ le peptide ǀeĐteuƌ ;R/WͿ9, uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ŵoƌphologie est oďseƌǀĠ aiŶsi Ƌu’uŶ 
retour des fibres de stress ;asseŵďlage de ŵiĐƌofilaŵeŶts d’aĐtiŶe eŶ faisĐeauǆͿ. Ce ĐhaŶgeŵeŶt de 
morphologie, liĠ à uŶ ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe, s’aĐĐoŵpagŶe d’uŶe diŵiŶutioŶ de la 
ǀitesse de ŵigƌatioŶ et d’uŶe diŵiŶutioŶ de la ĐapaĐitĠ à Đƌoîtƌe eŶ iŶdĠpeŶdaŶĐe d’aŶĐƌage, toutes 
deux étant caractéristiques des cellules cancéreuses. 
De manière générale, il est nécessaire de comprendre comment ces CPPs peuvent affecter la 
dǇŶaŵiƋue des Đellules de ŵaŶiğƌe à pouǀoiƌ uŶ jouƌ les utiliseƌ eŶ ĐliŶiƋue saŶs ĐƌaiŶdƌe d’effets 
seĐoŶdaiƌes liĠs à leuƌ aĐtiǀitĠ ďiologiƋue iŶtƌiŶsğƋue plutôt Ƌu’à Đelle de la ŵolĠĐule ǀeĐtoƌisĠe. 
Dans le cas du peptide (R/W)9, Đette Ġtude est d’autaŶt plus intéressante du fait de son activité de 
ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe oďseƌǀĠ suƌ les Đellules tuŵoƌales EF. EŶ effet, l’Ġtude du 
ŵode d’aĐtioŶ du peptide ;R/WͿ9 est susĐeptiďle d’appoƌteƌ des ĠlĠŵeŶts qui pourront faire évoluer 
la compréhension et le tƌaiteŵeŶt du saƌĐoŵe d’EǁiŶg, ĐaŶĐeƌ tƌğs agƌessif des os et des tissus 
conjonctifs, touchant majoritairement les adolescents et ayant un très mauvais pronostic en raison 
de son fort potentiel métastasique. 
L’oďjet de Đe tƌaǀail de thğse a aiŶsi ĠtĠ d’aǀaŶĐeƌ daŶs la compréhension de l'effet moléculaire 
observé du peptide vecteur (R/W)9 sur le phénotype de cellules tumorales EF. Le teƌŵe d’« effet 
moléculaire » fait ƌĠfĠƌeŶĐe à l’eŶseŵďle des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine ou peptide-protéine 
poteŶtielleŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ du peptide ;R/WͿ9.  
Le sujet des interactions protéine-protéine se tƌouǀe paƌ ĐoŶsĠƋueŶt au Đœuƌ de Đette Ġtude et j’ai 
ainsi Đhoisi d’Ǉ ĐoŶsaĐƌeƌ uŶe paƌt iŵpoƌtaŶte de l’introduction. Dans un premier chapitre, les 
interactions protéine-pƌotĠiŶe, iŵpliƋuĠes daŶs tous les ŵĠĐaŶisŵes de la ǀie d’uŶe Đellule, seront 
pƌĠseŶtĠes. L’eǆeŵple des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine dans la régulation de la dynamique de 
l’aĐtiŶe seƌa tƌaitĠ eŶ dĠtail de ŵaŶiğƌe à pouǀoiƌ iŶteƌpƌĠteƌ Ŷos ƌĠsultats et disĐuteƌ paƌ la suite 
l’effet du CPP ;R/WͿ9 sur le remodelage du cytosquelette. Dans le deuxième chapitre, différentes 
ŵĠthodes pouƌ l’étude des interactions protéine-protéine seront abordées, dont un certain nombre 
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Ƌui oŶt ĠtĠ utilisĠes au Đouƌs de ŵa thğse. Puis, le tƌoisiğŵe et deƌŶieƌ Đhapitƌe de l’iŶtƌoduĐtioŶ seƌa 
consacré aux CPPs, en particulier à leur(s) mode(s) d’iŶteƌŶalisatioŶ et à leur devenir intracellulaire. 
La partie résultats sera, elle, structurée en quatre Đhapitƌes. Tout d’aďoƌd, un chapitre concernant le 
travail réalisé in vitro pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’iŶteƌaĐtion du CPP (R/W)9 aǀeĐ l’aĐtiŶe paƌ Đƌoss-linking 
chimique et spectrométrie de masse. Puis, les trois chapitres suivants correspondent aux différentes 
stratégies développées pour identifier des interactions peptide-protéine ou protéine-protéine in 
cellulo ou daŶs des lǇsats Đellulaiƌes susĐeptiďles d’eǆpliƋueƌ l’effet du CPP ;R/WͿ9. Il s’agit de 
stratégies ciblées développées pour la Đaptuƌe des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ du peptide, 
(photocross-linking in cellulo (Đhapitƌe ϱͿ et puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ Đouplée à la spectrométrie de 
ŵasse ;Đhapitƌe ϲͿͿ et d’uŶe stratégie indirecte correspondant à une approche de protéomique 
diffĠƌeŶtielle aǇaŶt pouƌ oďjeĐtif d’Ġǀalueƌ l’iŵpaĐt du peptide ;R/WͿ9 suƌ l’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes 
des cellules EF pour en déduire soŶ ŵode d’aĐtioŶ ;Chapitƌe ϳͿ.  
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Chapitre 1 : Des interactions protéine-protéine 
au phénotype cellulaire, l’eǆeŵple du 
ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe 
 
La pƌotĠoŵiƋue est la disĐipliŶe Ƌui Ġtudie l’eŶseŵďle des protéines et leurs rôles dans une 
cellule, un organite, un tissu, un organe ou un organisme à un moment donné et sous des conditions 
données. Dans un premier temps, la pƌotĠoŵiƋue s’est attaĐhĠe à l’ideŶtifiĐatioŶ gloďale des 
protéines extraites d'une culture cellulaire, d'un tissu ou d'un fluide biologique et à la détermination 
de leur localisation dans les compartiments cellulaires, de leurs éventuelles modifications post-
traductionnelles ainsi que de leur quantité. Aujouƌd’hui, elle s’oƌieŶte de plus eŶ plus ǀeƌs la 
compréhension du rôle de ces protéines de façon intégrée dans la cellule et vers l’ĠǀaluatioŶ de 
l’iŶĐideŶĐe des ŵodifiĐatioŶs de leuƌ eǆpƌessioŶ au Ŷiǀeau d’uŶ oƌgaŶisŵe.  
JusƋu’au dĠďut des aŶŶĠes ϭϵϵϬ, ŶotaŵŵeŶt eŶ ƌaisoŶ du ŵaŶƋue d’outils appƌopƌiĠs, les fonctions 
des protéines ont été étudiées de manière indépendante. Cependant, les fonctions cellulaires étant 
rarement attribuées à une seule molécule, il est apparu nécessaire de prendre en compte les 
interactions existant entre différentes protéines organisées en modules fonctionnels [3] pour 
comprendre le ƌôle d’uŶe pƌotĠiŶe eŶ paƌtiĐulieƌ.  De plus, la plupaƌt des pƌotĠiŶes soŶt iŵpliƋuĠes 
dans plusieurs processus cellulaires distincts et en association avec différentes protéines. La 
complexité des interactions est également augmentée en raison de la diversité spatiale et temporelle 
des protéines. En effet, une même protéine peut faire partie de complexes protéiques différents en 
fonction de sa localisation subcellulaire ou du stade du cycle cellulaire. Les modifications post-
traductionnelles peuvent égaleŵeŶt iŶflueƌ suƌ la ĐapaĐitĠ d’uŶe pƌotĠiŶe à Ġtaďliƌ uŶe iŶteƌaĐtioŶ. 
Finalement les interactions protéine-protéine varient énormément en termes de nature, de force et 
de durée. 
AiŶsi la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de la foŶĐtioŶ Đellulaiƌe d’uŶe pƌotĠine peut être une tâche extrêmement 
louƌde eŶ ƌaisoŶ de l’eǆtƌaoƌdiŶaiƌe ĐoŵpleǆitĠ des iŶteƌaĐtioŶs protéine-molécule de façon 
générale, et plus particulièrement protéine-protéine daŶs lesƋuelles elle est susĐeptiďle d’ġtƌe 
impliquée. 
Dans ce premier chapitre, nous allons commencer par poser quelques bases pour la compréhension 
de la « sociologie moléculaire de la cellule » [4]. Ensuite, et compte tenu du sujet développé, nous 
Ŷous iŶtĠƌesseƌoŶs à uŶ des ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠine-protéine les plus étudiés, à savoir le 
cytosƋuelette d’aĐtiŶe et ses pƌotéines de liaison (ABPs pour  actin binding proteins). Finalement 
Ŷous iŶtƌoduiƌoŶs le ĐoŶteǆte ďiologiƋue de l’Ġtude, le saƌĐoŵe d’EǁiŶg, esseŶtielleŵeŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠ 
paƌ l’eǆpƌessioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe de fusion EWS-FLI1 induisant d’iŵpoƌtantes modifications du 
phénotype des cellules en particulier au niveau de leur cytosquelette. 
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 Au sujet des interactions protéine-protéine I.
1. Les diffĠƌeŶts tǇpes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
Hoƌŵis ƋuelƋues ƌaƌes eǆeŵples tel Ƌue l’attaĐheŵeŶt ĐoǀaleŶt de l’uďiƋuitiŶe ou des pƌotĠiŶes 
SUMO aux protéines de signalisation [5], les protéines se lient les unes aux autres très 
majoritairement de manière non-covalente. Ces liaisons non-ĐoǀaleŶtes, doŶt l’ĠŶeƌgie est Đoŵpƌise 
entre 0 et 40 kJ.mol-1, résultent de la combinaison de liaisons hydrophobes, de liaisons hydrogènes, 
d’iŶteƌaĐtioŶs de Van der Waals et/ou de liaisons ioniques, plus fortes, au niveau de domaines 
spécifiques de chacuŶe des deuǆ pƌotĠiŶes. Ces doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶs peuǀeŶt ġtƌe liŵitĠs à de 
petites poĐhes ou s’ĠteŶdƌe suƌ de plus gƌaŶdes suƌfaĐes et peuvent ainsi impliquer de quelques 
ƌĠsidus à plusieuƌs ĐeŶtaiŶes d’aĐides aŵiŶĠs. Il est important de comprendre la nature des 
interactions protéine-protéine car les différents types de liaison vont être plus ou moins sensibles 
auǆ ĐhaŶgeŵeŶts de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Đellulaiƌe, que ce soit la composition ionique du milieu, le pH 
ou d’autƌes paƌaŵğtƌes ĐhiŵiƋues. 
On distingue généralement les interactions protéiques stables des interactions transitoires. 
Les interactions stables soŶt Đelles iŵpliƋuĠes daŶs l’assoĐiatioŶ de pƌotĠiŶes Ƌui peuǀeŶt ġtƌe 
purifiées sous forme de complexes constitués de plusieurs sous-unités de même nature ou de 
natures différentes. C’est le Đas paƌ eǆeŵple des pƌotĠiŶes du ƌiďosoŵe Ƌui Ŷ’eǆisteŶt daŶs les 
cellules que sous forme associées. 
Ce sont les interactions transitoires Ƌui soŶt ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt à l’oƌigiŶe de la ŵajoƌitĠ des 
fonctions cellulaiƌes. Coŵŵe leuƌ Ŷoŵ l’iŶdiƋue, les interactions transitoires sont limitées dans le 
teŵps et ĐoŶditioŶŶĠes paƌ diffĠƌeŶts ĠlĠŵeŶts tels Ƌu’uŶe ŵodifiĐatioŶ post-traductionnelle, un 
ĐhaŶgeŵeŶt ĐoŶfoƌŵatioŶŶel ou l’aƌƌiǀĠe daŶs uŶ ĐoŵpaƌtiŵeŶt Đellulaiƌe paƌticulier. Par exemple, 
Đe soŶt des iŶteƌaĐtioŶs tƌaŶsitoiƌes Ƌui soŶt à l’oƌigiŶe de la tƌaŶsŵissioŶ de signaux intracellulaires 
telle Ƌue la liaisoŶ d’uŶ ligaŶd à uŶ ƌĠĐepteuƌ ĐouplĠ à la pƌotĠiŶe G. Les complexes résultant 
d’iŶteƌaĐtioŶs tƌaŶsitoiƌes soŶt ďeauĐoup plus ĐoŵpliƋuĠs à Ġtudieƌ Đaƌ l’ideŶtification des protéines 
et/ou des ĐoŶditioŶs ŶĠĐessaiƌes à l’oďseƌǀation de ces complexes sont des prérequis à leur étude. Il 
faudƌait pouƌ Đela alleƌ ǀeƌs l’eǆhaustiǀitĠ daŶs l’ideŶtifiĐatioŶ des ĠlĠŵeŶts d’un système, ce qui 
constitue un des défis parmi les plus importants.  
2. Les doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶs des pƌotĠiŶes 
Les interactions protéine-protéine ƌeposeŶt suƌ l’eǆisteŶĐe de doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ définis au sein 
des pƌotĠiŶes. Ces doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ peuvent permettre de définir la localisation de la protéine 
dans la cellule, permettre de reconnaître les modifications post-traductionnelles des protéines 
paƌteŶaiƌes, ġtƌe à l’oƌigiŶe de la foƌŵatioŶ d’uŶ Đoŵpleǆe ŵultipƌotĠiƋue ou eŶĐoƌe ĐoŶtƌôleƌ la 
coŶfoƌŵatioŶ, l’aĐtiǀitĠ ou la spĠĐifiĐitĠ pouƌ uŶ suďstƌat d’uŶ eŶzǇŵe.  
TǇpiƋueŵeŶt, uŶ doŵaiŶe d’iŶteƌaĐtioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe ƌeĐoŶŶait uŶ élément central déterminant 
ainsi que des résidus adjacents contigus ou non qui permettent des contacts supplémentaires et 
aŵĠlioƌeŶt la spĠĐifiĐitĠ de l’iŶteƌaĐtioŶ. Paƌ eǆeŵple, le doŵaiŶe “Hϯ de la tǇƌosiŶe kiŶase 
cytoplasmique (Csk) reconnaît un motif central PXXP (P : proline, X : Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel aĐide aŵiŶĠͿ de 
l’eǆtƌĠŵitĠ de la PEP tǇƌosiŶe phosphatase Ƌui adopte alors une hélice polyproline de type II typique 
des sites de liaison aux domaines SH3. Ensuite, le domaine SH3 Csk est également en interaction avec 
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deux résidus hydrophobes de la protéine PEP grâce à une poche de liaison distincte qui assure la 
spécificité de l’assoĐiatioŶ in vivo [6].   
Cependant, dans certains cas, l’affiŶitĠ d’uŶ seul doŵaiŶe d’uŶe pƌotĠiŶe pouƌ uŶ ŵotif peptidiƋue 
peut être suffisante pour obtenir une interaction spécifique.  
Les doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ uŶe sĠƋueŶĐe ĐoŶseŶsus d’aĐides aŵiŶĠs. De 
nombreux domaines sont présents en plusieurs centaines de copies dans le protéome et sont utilisés 
pour réguler différentes fonctions cellulaires. Certains domaines ont des fonctions bien spécifiques 
comme le domaine SH2 qui est dédié à la signalisation des tyrosines kinases [7]. Au contraire, 
d’autƌes doŵaiŶes soŶt ĐoŵŵuŶs à uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes et impliqués dans des fonctions 
Đellulaiƌes ǀaƌiĠes. C’est le Đas du doŵaiŶe “Hϯ Ƌui ƌĠgule à la fois la tƌaŶsduĐtioŶ de sigŶauǆ, le tƌafiĐ 
de pƌotĠiŶes et de ǀĠsiĐules, l’oƌgaŶisatioŶ du ĐǇtosƋuelette ou eŶĐoƌe la ďiogĠŶğse d’oƌgaŶelles. La 
cellule fait ainsi appel à un enseŵďle de doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ qui peuvent être combinés de 
diffĠƌeŶtes ŵaŶiğƌes pouƌ peƌŵettƌe l’aĐtioŶ de ses sǇstğŵes de ƌĠgulatioŶ [8].  
 
C’est suƌ la ďase des ĐoŶŶaissaŶĐes aĐƋuises au fil des aŶŶĠes ĐoŶĐeƌŶaŶt Đes doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ 
Ƌu’a ĠtĠ dĠǀeloppĠe la ďase de doŶŶĠes Pfaŵ ;Protein families database) qui regroupe une large 
ĐolleĐtioŶ d’aligŶeŵeŶt de sĠƋueŶĐes ainsi que des annotations fonctionnelles et des références 
bibliographiques de chaque famille de protéines. Elle a pour but de permettre de déterminer la 
foŶĐtioŶ de Ŷouǀelles pƌotĠiŶes eŶ se ďasaŶt suƌ l’eǆisteŶĐe daŶs leuƌ sĠƋueŶĐe de doŵaiŶes 
caractéristiques d’uŶe faŵille paƌtiĐuliğƌe de pƌotĠiŶes [9]. La fonction prévue par cette approche 
bioinformatique doit ensuite être confirmée par des expériences in vitro mais constitue un point de 
départ intéressant.  
3. Régulation et effets biologiques des interactions protéine-protéine 
Beaucoup des protéines impliquées dans les voies de signalisation ont une activité enzymatique et 
ont la capacité de modifier leur substrat de manière post-traductionnelle [10]. La phosphorylation 
d’uŶe pƌotĠiŶe est la ŵodifiĐatioŶ post-traductionnelle la plus courante et la mieux comprise pour la 
ƌĠgulatioŶ d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-pƌotĠiŶe ŵais d’autƌes ŵodifiĐatioŶs Đoŵŵe l’aĐĠtǇlatioŶ et 
l’hǇdƌoǆǇlatioŶ soŶt ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs la ŵodulatioŶ de Đes 
interactions. Les modifications post-traductionnelles peuvent affecter les interactions protéine-
protéine selon deux mécanismes. Premièrement, les modifications post-traductionnelles changent 
les pƌopƌiĠtĠs ĐhiŵiƋues de l’aĐide aŵiŶĠ ŵodifiĠ eŶtƌaîŶaŶt la ĐƌĠatioŶ ou la dispaƌitioŶ d’uŶe 
liaison chimique avec la protéine partenaire. Deuxièmement, les modifications post-traductionnelles 
peuvent affecter le repliement de la protéine et dans le même temps la structure secondaire des 
doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ. Ainsi les modifications post-traductionnelles peuvent soit permettre 
d’eǆposeƌ uŶ Ŷouǀeau doŵaiŶe à la suƌfaĐe d’uŶe pƌotĠiŶe ou, au contraire, rendre un domaine 
d’iŶteƌaction inaccessible pour la liaison avec une protéine partenaire [11]. Les protéines 14-3-3 qui 
sont capables de reconnaître les acides aminés phosphorylés de séquences particulières sont un bon 
eǆeŵple de la ƌĠgulatioŶ d’iŶteƌaĐtioŶs protéine-protéine par les modifications post-traductionnelles 
[12]. 
Phizicky E. M. et Fields “. oŶt dĠfiŶis ĐiŶƋ ĐatĠgoƌies d’effets ďiologiƋues liés aux interactions 
protéine-protéine [13]. (1) Dans le cas de protéines allostériques, ces interactions peuvent modifier 
les pƌopƌiĠtĠs ĐiŶĠtiƋues de la pƌotĠiŶe aiŶsi Ƌue leuƌ l’affinité pour un substrat [14]. (2) Un certain 
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Ŷoŵďƌe d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine sont connues pour permettre le passage d’uŶ ŵĠtaďolite 
iŶteƌŵĠdiaiƌe diƌeĐteŵeŶt d’uŶe enzyme à une autre sans libération en solution (substrate 
channeling). (3) Certaines interactions protéine-protéine peuvent donner naissance à de nouveaux 
sites de fixation. (4) Des interactions protéine-protéine ĐoŶduiseŶt à l’iŶaĐtiǀatioŶ d’uŶe des deuǆ 
pƌotĠiŶes, la pƌotĠiŶe paƌteŶaiƌe est aloƌs ƋualifiĠe d’iŶhiďiteuƌ. (5) Des interactions protéine-
protéine peuǀeŶt ŵodifieƌ la spĠĐifiĐitĠ d’uŶe pƌotĠiŶe pouƌ soŶ suďstƌat. 
4. Les ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs des pƌotéines 
Les interactions protéine-protéine ne doivent pas être envisagées comme des événements isolés. Ces 
interactions doivent au contraire être replacées au sein de réseaux denses et interconnectés. En 
effet, l’aĐtiǀatioŶ d’uŶe ĐasĐade de sigŶalisatioŶ ƌeposant sur un complexe protéique implique 
également bien souvent des effecteurs placés à la fois en amont et en aval de cette voie de 
sigŶalisatioŶ. Il est iŵpoƌtaŶt ĠgaleŵeŶt de gaƌdeƌ à l’espƌit Ƌu’uŶe ŵġŵe pƌotĠiŶe peut ġtƌe 
impliquée dans différentes interactions protéine-protéine. 
La cartographie systématique des interactions protéine-pƌotĠiŶe ou Đaƌtogƌaphie de l’iŶteƌaĐtoŵe 
a été initiée pour des organismes modèles avec des processus biologiques définis [15], [16] avant 
d’ġtƌe ĠteŶdue à l’ĠĐhelle du pƌotĠoŵe. “i l’étude des interactions protéine-protéine peut permettre 
de coŵpƌeŶdƌe le ƌôle d’uŶe pƌotĠiŶe ; la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de l’oƌgaŶisatioŶ gloďale d’uŶ ƌĠseau 
d’iŶteƌaĐtioŶ peut, elle, peƌŵettƌe d’aŵĠlioƌeƌ la ĐoŶŶaissaŶĐe de ŵĠĐaŶisŵes Đoŵpleǆes eŶ ďiologie 
foŶdaŵeŶtale et d’eǆpliƋueƌ le dĠǀeloppeŵeŶt de diffĠƌeŶtes pathologies.  Ainsi, par exemples, un 
réseau à 186 interactions iŵpliƋuĠes daŶs la ŵaladie d’HuŶtiŶgtoŶ a ĠtĠ Ġtaďli [17] tandis que 755 
interactions ont été rassemblées dans la voie de signalisation de TGF-β (transforming growth factor-
β) [18]. 
 
De nombreuses approches ayant pouƌ ďut d’Ġtudieƌ les foŶĐtioŶs d’uŶe pƌotĠiŶe ƌeposeŶt par 
conséquent suƌ l’ideŶtifiĐatioŶ de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ de ŵaŶiğƌe à pouvoir replacer la protéine 
ĠtudiĠe daŶs uŶ ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶs iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ d’uŶ pƌoĐessus ĐoŶŶu. Nous 
aborderons ces différentes approches dans le chapitre 2.   
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 Le ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe : illustration de la complexité des II.
réseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs 
Le ĐǇtosƋuelette iŶteƌŶe des Đellules euĐaƌǇotes est ĐoŵposĠ de ŵiĐƌofilaŵeŶts d’aĐtiŶe, de 
microtubules et de filaments intermédiaires. Le cytosquelette est un ensemble dynamique qui joue 
un rôle crucial dans l’aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe en contrôlant notamment la morphologie de la cellule, sa 
motilité et sa capacité à se diviser. Il est également fortement impliqué dans le transport 
intracellulaire. Nous allons nous intéresser tout particulièrement à la régulation de la dynamique des 
microfilameŶts d’aĐtiŶe. 
1. L’aĐtiŶe : fiĐhe d’ideŶtitĠ [19]  
L’aĐtiŶe est uŶe pƌotĠiŶe uďiƋuitaiƌe daŶs les Đellules euĐaƌǇotes, tƌğs ĐoŶseƌǀĠe d’uŶ oƌgaŶisŵe à uŶ 
autre, et qui présente trois isoformes principales α-,β-,γ-. C’est daŶs les Đellules ŵusĐulaiƌes Ƌue la 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ totale d’aĐtiŶe est la plus foƌte ;≈ϮϬ % de la quantité totale de protéines), tandis 
Ƌu’elle ƌepƌĠseŶte eŶ ŵoǇeŶŶe environ 5 % des protéines dans les autres types de cellules où elle est 
impliƋuĠe daŶs la ŵoƌphologie Đellulaiƌe, le tƌaŶspoƌt d’oƌgaŶelles, la ƌĠgulatioŶ du tƌaŶspoƌt des 
ions ou la réponse à des signaux extracellulaires transmis par les récepteurs.  
L’aĐtiŶe se tƌouǀe ŵajoƌitaiƌeŵeŶt daŶs le ĐǇtoplasŵe des Đellules. L’aĐtiŶe ŵonomérique (Actine G 
pouƌ aĐtiŶe gloďulaiƌeͿ s’asseŵďle daŶs les Đellules pouƌ foƌŵeƌ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe ;AĐtiŶe F) de 
structure légèrement hélicoïdale de 5 à 9 nm de diamètre (Figure 2). 
La détermination de la structure atomiƋue de l’aĐtiŶe G (complexée avec la ADNase I [20] est à la 
base de la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ aĐtuelle de l’aĐtiŶe. L’aĐtiŶe G est constituée de 375 acides aminés et a 
une masse moléculaire de 43 kDa. Elle est repliée de manière à former deux grands domaines qui 
eux-mêmes comprennent deux sous-domaines (les sous-domaines sont numérotés de I à IV selon la 
nomenclature de Kabsch[20]).  
Dans cette structure de l’aĐtiŶe ƌepƌĠseŶtĠe figuƌe ϭ, on note la présence de deux lobes constitués 
chacun de deux sous-domaines. Le premier sous-domaine (sous-domaine I) est constitué par les 
segments non-consécutifs 1-32, 70-144 et 338-372 et contient donc les deux extrémités de la 
protéine (NH2-terminale et COOH-terminale). Le sous-domaine II qui complète le premier lobe est 
formé par le segment 33-ϲϵ. L’autƌe loďe Đoŵpoƌte les sous-domaines III, constitué des segments 
145-180 et 230-337, et IV qui englobe la partie centrale de la protéine entre les résidus 181 et 269. 
Au coeur de ce globule, dans le sillon formé entre les deux domaines, se trouve un site de 
ĐoŵpleǆatioŶ d’uŶ ŶuĐlĠotide ;ATP ou ADPͿ assoĐiĠ à uŶ ĐatioŶ diǀaleŶt ;Mg2+ ou Ca2+) [21]–[23]. 
Cette assoĐiatioŶ de l’aĐtiŶe aǀeĐ Đes ĐofaĐteuƌs esseŶtiels peƌŵet la stabilisation de la protéine et 
limite donc sa dénaturation. 
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Figure 1 : Représentation schématique de la stƌuĐtuƌe ĐƌistallogƌaphiƋue d’uŶ ŵoŶoŵğƌe d’aĐtiŶe. Les 4 
sous-doŵaiŶes ;I à IV soŶt ƌepƌĠseŶtĠs eŶ gƌis, l’ATP en rouge et le cation divalent en jaune. (Figuƌe d’apƌğs 
[24]) 
2. PolǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe  
In vitro, en présence de 100 ŵM de KCl, d’ATP et de MgCl2, les ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe G purifiés et 
associés à une molécule d’ATP polǇŵĠƌiseŶt pouƌ foƌŵeƌ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe F. Ce processus se 
déroule en trois étapes théoriques schématisées dans la figure 2 : la ŶuĐlĠatioŶ, l’ĠloŶgatioŶ et l’Ġtat 
stationnaire [25].  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Schéma de la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe (Figuƌe d’apƌğs [24]). 
Au Đouƌs de la ŶuĐlĠatioŶ, les ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe s’agƌğgeŶt eŶ diŵğƌes puis eŶ tƌiŵğƌes iŶstaďles 
jusƋu’à foƌŵeƌ des ŶoǇauǆ de polǇŵĠƌisatioŶ, les nuclei qui sont les premiers oligomères et dont la 
dissoĐiatioŶ est ŵoiŶs faǀoƌaďle Ƌue l’assoĐiatioŶ aǀeĐ d’autƌes ŵoŶoŵğƌes. Apƌğs la foƌŵatioŶ de 
ces nuclei iŶteƌǀieŶt l’Ġtape d’ĠloŶgatioŶ au Đouƌs de laƋuelle des ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe soŶt 
additioŶŶĠs au Ŷiǀeau des deuǆ eǆtƌĠŵitĠs du filaŵeŶt. Loƌs de l’iŶĐoƌpoƌatioŶ d’uŶ ŵoŶoŵğƌe 
d’aĐtiŶe-ATP dans le polymère, le ŶuĐlĠotide est hǇdƌolǇsĠ pouƌ doŶŶeƌ de l’ADP aǀeĐ liďĠƌatioŶ d’un 
phosphate inorganique (Pi) [26]. L’hǇdƌolǇse du ŶuĐlĠotide s’aĐĐoŵpagŶe de ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶts 
conformationnels qui permettent la différenciation entre les actines présentes aux deux extrémités 
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du filament (polarisation du filament). Les cinétiques de polymérisation aux deux extrémités ne sont 
pas les ŵġŵes et la ǀitesse de polǇŵĠƌisatioŶ de l’eǆtƌĠŵitĠ ;+Ϳ dite ďaƌďĠe est ϱ à 10 fois plus 
ƌapide Ƌue Đelle à l’eǆtƌĠŵitĠ ;-) dite pointue [27].  
De façoŶ gĠŶĠƌale, Đette Ġtape ǀoit la paƌt de l’aĐtiŶe F augŵeŶteƌ aloƌs Ƌue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 
monomère diminue [28]. Lorsque celle-ci atteint la concentration critique de polymérisation de 
l’aĐtine (Cc), le régime devient alors équilibré. On observe simultanément une polymérisation 
d’aĐtiŶe à l’eǆtƌĠŵitĠ ďaƌďĠe et uŶe dĠpolǇŵĠƌisatioŶ au Ŷiǀeau de l’eǆtƌĠŵitĠ poiŶtue. L’Ġtat 
d’ĠƋuiliďƌe se ĐaƌaĐtĠƌise doŶĐ paƌ uŶe ĠgalisatioŶ des ǀitesses d’asseŵďlage à l’eǆtƌĠŵitĠ ;+Ϳ et de 
dĠsasseŵďlage à l’eǆtƌĠŵitĠ ;-Ϳ. Pouƌ ďouĐleƌ Đe phĠŶoŵğŶe d’ĠĐhaŶge de ŵoŶoŵğƌes ou 
treadmiling, le nucléotide ADP est remplacé par un ATP afin de restaurer le monomère polymérisable 
actine-ATP. 
 
In vivo 
In vivo, l’Ġtude de la dǇŶaŵiƋue du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe deǀieŶt ďeauĐoup plus Đoŵpleǆe. La 
polymérisation des ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe G ne repose plus seulement sur la concentration en 
cofacteurs et sur le ratio actine G/actine F mais également, comme nous allons le voir dans la suite, 
sur un nombre très impoƌtaŶt d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine qui sont régulées en fonction des 
contraintes auxquelles les cellules sont soumises. 
3. Les protéines de liaison de l’aĐtiŶe et leuƌs ƌôles 
La localisation, la longueur, la polarisation des filaŵeŶts d’aĐtiŶe aiŶsi Ƌue l’aspeĐt teŵpoƌel de 
l’assoĐiatioŶ des ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe pouƌ foƌŵeƌ Đes filaŵeŶts soŶt ƌĠgulĠs paƌ uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe 
de pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe ;actin binding proteins ou ABPs) qui sont, elles, régulées par les 
cascades de signalisation initiées à la surface de la cellule. Les filaments sont à leurs tours organisés 
de manière tridimensionnelle grâce à un autre groupe de protéines de liaison qui peuvent s’associer 
à ces différents filaments, les séquestrer, donner naissance à des faisceaux ou encore les ancrer à la 
membrane. 
L’aĐtiŶe est uŶe des pƌotĠiŶes, si Đe Ŷ’est la pƌotĠiŶe, iŵpliƋuĠe daŶs le plus gƌaŶd nombre 
d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine daŶs la Đellule. AiŶsi, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ jusƋu’à pƌĠseŶt Ƌue plus de ϭϱϬ 
pƌotĠiŶes ĐoŶtieŶŶeŶt uŶ doŵaiŶe de liaisoŶ à l’aĐtiŶe et soŶt susĐeptiďles d’iŶflueŶĐeƌ soŶ Ġtat de 
polymérisation [29]. Il est ainsi hors de question de dresser la liste de tous ses partenaires et de leur 
action. Nous allons simplement essayer de définir les rôles principaux et de donner des exemples 
significatifs de protéines impliquées dans ces fonctions.  
 La régulation de la polymérisation des microfilaments a.
Régulation de la concentration en actine G libre  
DaŶs les Đellules, uŶe gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d’aĐtiŶe est ŵaiŶteŶue sous forme monomérique (actine G) 
par des protéines dites de séquestration [30]. La sĠƋuestƌatioŶ de l’aĐtiŶe G paƌ Đes pƌotĠiŶes 
peƌŵet de ĐoŶseƌǀeƌ uŶ stoĐk iŵpoƌtaŶt d’aĐtiŶe G daŶs la Đellule tout eŶ ŵaiŶtenant la 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’aĐtiŶe G libre basse dans la cellule lorsque la polymérisation des microfilaments a 
atteiŶt l’Ġtat statioŶnaire. Cependant, suite à une stimulation appropriée, la polymérisation de 
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l’aĐtiŶe de ŵaŶiğƌe ƌapide et loĐale est ƌeŶdue possiďle paƌ la liďĠƌatioŶ quasi-instantanée des 
monomères séquestrés.  
Il apparaît que deux pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe G sont impliquées dans la séquestration de 
l’aĐtiŶe : La thymosine 4, une petite protéine de 5 kDa,  Ƌui a ĠtĠ ideŶtifiĠe Đoŵŵe l’ageŶt de 
sĠƋuestƌatioŶ pƌiŶĐipal de l’aĐtiŶe [31] et la profiline, une protéine de masse moléculaire comprise 
entre 12 et 15 kDa découverte en 1977 [32] et ĐoŶŶue pouƌ foƌŵeƌ uŶ Đoŵpleǆe ϭ:ϭ aǀeĐ l’aĐtiŶe G.  
Nucléation et régulation de la nucléation 
Le complexe Arp2/3 est un complexe de sept sous unités dont les protéines Arp2 et 3 (Actin related 
protein) et cinq autres protéines nommées p41, p34, p2, p20 et p16 [33]. Ce complexe induit la 
nucléation de nouveaux filaments après stimulation par les protéines de la famille WASP (Wiskott-
Aldrich Syndrom Protein)/Scar [34] qui possèdent un domaine WA dans leur partie C-terminale. La 
région "verproline homology", dite W, recrute deux monomères d'actine et la séquence acide, dite A, 
active le complexe Arp2/3. 
Le complexe Arp 2/3 est le point de départ du pontage de filaments nouvellement formés et organise 
les filaŵeŶts d’aĐtiŶe eŶ uŶ ƌĠseau aǇaŶt uŶe stƌuĐtuƌe eŶ Y [35] comme schématisé dans la figure 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Représentation schématique de la dynamique de polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe. L’aĐtiŶe-ATP est 
ƌepƌĠseŶtĠe eŶ ďlaŶĐ, l’aĐtiŶe ADP-P eŶ oƌaŶge, l’aĐtiŶe-ADP en rouge et la profiline en noir ;Figuƌe d’apƌğs 
[36]). 
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Régulation des échanges de monomères 
Les protéines de coiffe telles Ƌue Cap) ;=β-actinine, 60 kDa) contrôlent la longueur et la vitesse de 
croissance des filaments en se liant avec une très haute affinité à leur extrémité barbée (+)  [37] et en 
empêchant ainsi tout échange de monomères. 
La gelsoline (87 kDaͿ doŶt l’aĐtiǀitĠ est dĠpeŶdaŶte du pH, de la pƌĠseŶĐe de Ca2+ et de la liaison aux 
phosphoiŶositides peut lieƌ l’aĐtiŶe F et iŶduiƌe la Đoupuƌe des filaŵeŶts eŶ deuǆ eŶ affaiďlissaŶt les 
liaisoŶs ŶoŶ ĐoǀaleŶtes eŶtƌe les ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe [38]. Ensuite la gelsoline reste attachée à 
l’eǆtƌĠŵitĠ ďaƌďĠe du filaŵeŶt eŵpġĐhaŶt soŶ ĠloŶgatioŶ [39] ou son attachement à un autre 
filament. La gelsoline joue ainsi à la fois un rôle de protéine de ségrégation et de coiffe. 
Les protéines de la famille ADF (actin depolymerizing factor)/Cofiline sont des protéines de 15 à 18 
kDa Ƌui fƌeiŶeŶt la ĐƌoissaŶĐe de l’eǆtrémité barbée ;+Ϳ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe paƌ uŶe aĐtiǀitĠ de 
dépolymérisation [40]. Ces protéines sont activées par une déphosphorylation d’uŶe sĠƌiŶe de leur 
partie N-terminale.   
Stabilisation latérale des filaments 
La tropomyosine, la nébuline et la caldesmone sont des protéines allongées qui se lient sur les côtés 
des filaŵeŶts d’aĐtiŶe et Ƌui ĐoŶtƌiďueŶt à la stabilisation de ces filaments. La tropomyosine 
augŵeŶte la foƌĐe de teŶsioŶ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe et les pƌotğge de l’aĐtioŶ de dĠpolǇŵĠƌisatioŶ de 
l’ADF [41]. La nébuline est très grande protéine (600-ϵϬϬ kDaͿ Ƌui peut lieƌ jusƋu’à ϮϬϬ ŵoŶoŵğƌes 
d’aĐtiŶe et Ƌui seŵďle iŵpliƋuĠe daŶs la ƌĠgulatioŶ de la loŶgueuƌ des filaŵeŶts d’actine dans les 
muscles striés  [42]. La fonction de la caldesmone est moins connue, mais uŶ eŶseŵďle d’ĠlĠŵeŶts 
semble iŶdiƋueƌ Ƌu’aǀeĐ la tƌopoŵǇosiŶe elle forme un complexe sensible au Ca2+ et à la 
calmoduline, régulateur des interactions actine-myosine dans les muscles lisses ainsi que dans les 
cellules non musculaires [43]. La caldesmone est phosphorylée par des tyrosines kinases intervenant 
dans le cycle cellulaire et pourrait joueƌ uŶ ƌôle daŶs la ƌĠoƌgaŶisatioŶ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe au Đouƌs 
de la mitose [44] . 
 Assemblage des microfilaments b.
Les ŵiĐƌofilaŵeŶts d’aĐtiŶe s’asseŵďleŶt pouƌ doŶŶeƌ deuǆ tǇpes de structures : des réseaux et des 
faisceaux. On distingue ensuite les faisceaux parallèles des faisceaux anti-parallèles ou contractiles 
soit trois arrangements au total, schématisés Figure 4. 
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Figure 4 : Les tƌois aƌƌaŶgeŵeŶts de l’aĐtiŶe (figure tirée du site internet www.ulysse.u-bordeaux.fr) 
BieŶ Ƌue les ŵĠĐaŶisŵes d’asseŵďlage des ŵiĐƌofilaŵeŶts Ŷ’aieŶt pas eŶĐoƌe ĠtĠ ĐoŵplğteŵeŶt 
ĠluĐidĠs, il seŵďleƌait Ƌu’ils dĠpeŶdeŶt de l’eǆpƌessioŶ d’uŶ ŵĠlaŶge appƌopƌiĠ de pƌotĠiŶes de 
liaisoŶ à l’aĐtiŶe, Ƌui soŶt uŶ pƌĠƌeƋuis à l’auto-assemblage de structures particulières, et de signaux 
médiés par des petites GTPases de la famille Rho (Rho, Rac, Cdc42) [45].  
RĠseauǆ d’actiŶe  
Les réseaux sont formés grâce à des protéines de réticulation, qui associent les microfilaments de 
manière orthogonale. Un bon exemple de ce type de protéines est la filamine, protéine 
homodimérique avec deux grandes sous-unités de 280 kDa qui présente une forme de V avec 
ĐhaĐuŶe des ďƌaŶĐhes Ƌui peut s’assoĐieƌ à uŶ ŵiĐƌofilaŵeŶt [46]. Le réseau tridimensionnel de 
filaŵeŶts d’aĐtiŶe joue un rôle fondamental dans le maintien de la forme cellulaire. Chez toutes les 
Đellules, uŶ ƌĠseau d’aĐtiŶe paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŵpoƌtaŶt, l’aĐtiŶe ĐoƌtiĐale juǆta-membranaire se 
trouve juste sous la membrane plasmique. En plus de son rôle dans la morphologie cellulaire, ce 
réseau permet le ďoŶ dĠƌouleŵeŶt des ŵĠĐaŶisŵes d’eŶdoĐǇtose et d’eǆoĐǇtose. Ce réseau 
d’aĐtiŶe ĐoƌtiĐale juǆta-membranaire est en général structuré par des molécules de la famille de la 
spectrine. La spectrine est un tétramère (1050 kDaͿ Ƌui s’assoĐie d’uŶe paƌt par ses extrémités avec 
l’aĐtiŶe et Ƌui iŶteƌagit d’autƌe paƌt avec différentes protéines de la membrane. La spectrine permet 
doŶĐ l’aŶĐƌage d’uŶ ƌĠseau d’aĐtiŶe à la ŵeŵďƌaŶe. Ce ƌĠseau aŵĠlioƌe la ƌĠsistaŶĐe ŵĠĐaŶiƋue de 
la membrane et permet également de limiter le déplacement des protéines dans le plan de la 
membrane [47].  
Faisceauǆ d’actiŶe 
Les faisĐeauǆ d’aĐtiŶe soŶt liĠs à la pƌĠseŶĐe de pƌotĠiŶes de pontage. Ces protéines, en général sous 
forme de dimère ou de tétramère, possèdent à chacune de leurs extrémités, un domaine de fixation 
à l’aĐtiŶe. Les filaŵeŶts d’aĐtiŶe peuǀeŶt ġtƌe asseŵďlĠs eŶ liasses de façon à ce que tous soient 
oƌieŶtĠs de la ŵġŵe façoŶ, il s’agit aloƌs de faisceaux parallèles. DaŶs le Đas ĐoŶtƌaiƌe d’uŶe 
association de filaments de polarités opposées on parle de faisceaux contractiles ou anti-parallèles. 
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Les faisceaux parallèles sont présents dans les filopodes et les microvillosités. Les microvillosités sont 
des replis dans la membrane plasmique de 1 à 2 µm composés de 20 à 30 microfilaments parallèles 
attachés les uns aux autres essentiellement par les protéines villine [48] et fimbrine [49]. 
La suƌeǆpƌessioŶ de la ǀilliŶe daŶs les Đellules iŶduit l’eǆteŶsioŶ de filopodes eǆistaŶts Ƌui soŶt des 
projections de la membrane plasmique formées par des faisceaux internes de filaŵeŶts d’aĐtiŶe, 
ainsi que la formation de nouveaux filopodes. Par conséquent le pool de villine et de fimbrine 
restreint le nombre de faisceaux parallèles, de filopodes et de microvillosités. Dans les cellules 
contenant ces unités de constructions, l’aĐtiǀatioŶ de la GTPase CdĐϰϮ stiŵule la foƌŵatioŶ des 
faisceaux par un mécanisme dépendant de WASP [50], [51]. La relatioŶ eŶtƌe l’appaƌitioŶ 
d’eŵďƌaŶĐheŵeŶts paƌ ŶuĐlĠatioŶ et l’asseŵďlage de faisĐeauǆ de filaŵeŶts paƌallğles daŶs les 
filopodes est encore mal comprise. 
Les faisceaux contractiles tels que les fibres de stress sont structurés par la protéine α-actinine (200 
kDa). Ces faisceaux sont assez lâches ce qui permet à des moteurs moléculaires tels que la myosine II 
de se glisser entre les filaments pour permettre des contractions [52]. L’α-actinine semble être 
également impliquée dans la liaison de protéines aux fibres de stress telles que les protéines PDZ-LIM 
et des protéines kinases. La palladine est une autre protéine de pontage de l’aĐtiŶe Ƌui iŶteƌagit aǀeĐ 
l’α-actinine et est localisée avec la même périodicité que cette dernière le long des fibres de stress 
[53]. Différentes isoformes de la tropomyosine sont localisées et semblent être importantes pour la 
maintenance des fibres de stress [54]. L’iŶstaďilitĠ des fiďƌes de stƌess eŶ l’aďseŶĐe de tƌopoŵǇosiŶe 
est liée à deux phénomènes : 1) les fibres de stress deviennent plus sensibles à la dépolymérisation 
paƌ l’ADF/ĐofiliŶe, ϮͿ l’aďseŶĐe de tƌopoŵǇosine diminue les contractions liées à la myosine 
ĐoŶduisaŶt à la peƌte d’oƌganisation des fibres de stress [55]. 
Nous retrouverons un certain nombre de ces protéines jouant un rôle clé dans la dynamique de 
l’aĐtiŶe daŶs la paƌtie ƌĠsultats de Đe ŵaŶusĐƌit.  
4.  Le rôle du cytosquelette dans la réponse de la cellule aux contraintes 
mécaniques externes 
Toutes les cellules dépendent de stimulations mécaniques pour leur homéostasie. Les cellules ont la 
ĐapaĐitĠ de seŶtiƌ l’iŶteŶsitĠ et la diƌeĐtioŶ de foƌĐes ŵĠĐaŶiƋues, d’iŶtĠgƌeƌ le sigŶal daŶs l’espaĐe et 
le temps et d’eŶ eǆtƌaiƌe l’iŶfoƌŵatioŶ peƌtiŶeŶte [56], [57]. Les cellules répondent aux changements 
mécaniques majoritairement en remodelant leur cytosquelette et/ou en adaptant la synthèse de 
composés de la matrice extracellulaire  [58], [59]. 
Les Đellules d’oƌigiŶes ŵĠseŶĐhǇŵateuses Đoŵŵe les fiďƌoďlastes, les Đellules eŶdothĠliales et les 
cellules musculaires adhèrent à la matrice extracellulaire grâce à des protéines spécialisées dans 
l’adhĠsioŶ Đellules-matrice [60]. 
 
DaŶs tous les tǇpes d’adhĠsioŶs Đellule-matrice, les protéines majoritaires sont les intégrines. Ces 
glycoprotéines transmembranaires hétérodimériques, qui interagissent avec la matrice 
eǆtƌaĐellulaiƌe d’uŶe paƌt et qui soŶt liĠes auǆ filaŵeŶts d’aĐtiŶe sur la face interne de la membrane 
d’autƌe paƌt, sont un élément clé de la mécanotransduction [61]. 
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La Đellule s’adapte mécaniquement en augmentant sa ƌigiditĠ suite à l’appliĐatioŶ de foƌĐes au 
niveau des intégrines ou loƌs d’uŶe ƌigidifiĐatioŶ de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaire [62]. Le stress 
ŵĠĐaŶiƋue peut ġtƌe iŶduit paƌ la liaisoŶ d’uŶ ligaŶd des iŶtĠgƌiŶes tel Ƌue la fibronectine, un des 
principaux constituant de la matrice extracellulaire qui se lie au récepteur intégrine αϱβϭ [63] via un 
site consensus comprenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) [64]. Dans ce cas, les intégrines présentes 
de manière diffuse dans la membrane vont se rassembler pour former des poiŶts d’adhĠsioŶ foĐauǆ. 
Ces ĐhaŶgeŵeŶts de la taille des poiŶts d’adhĠsioŶ, de leuƌ ĐoŵpositioŶ et de leur position 
interviennent ƋuelƋues seĐoŶdes à ƋuelƋues ŵiŶutes apƌğs l’appliĐatioŶ du stƌess ŵĠĐaŶiƋue paƌ le 
ligand [65]. Cependant, loƌsƋue des foƌĐes ŵĠĐaŶiƋues d’iŶteŶsitĠ Đoŵpaƌaďle soŶt appliƋuĠes auǆ 
intégrines au moyen de molécules qui ne lient pas le site de liaison RGD du récepteur, la formation 
de poiŶts d’adhĠsioŶ foĐauǆ Ŷ’a pas lieu [66]. 
 
La foƌŵatioŶ des poiŶts d’adhĠsioŶ foĐauǆ passe paƌ l’aĐtiǀatioŶ des petites Rho GTPase et de leurs 
effecteurs, la Rho-associated kinase (ROCK) et mDia [67]. ROCK entraîne la formation des points 
d’adhĠsion focaux en favorisant la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (Myosin light 
chain, MLC) [68]. Il a également été montré que le ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe suite à l’appliĐatioŶ d’uŶe 
ĐoŶtƌaiŶte ŵĠĐaŶiƋue passe paƌ l’aĐtiǀatioŶ de la tǇƌosiŶe phosphatase “HPϮ Ƌui à soŶ touƌ aĐtiǀe la 
tyrosine kinase Src [69].  
De plus, des ĐaŶauǆ ioŶiƋues soŶt ĠgaleŵeŶt aĐtiǀĠs loƌs de l’appliĐatioŶ d’uŶe ĐoŶtƌaiŶte ŵĠĐaŶiƋue 
au niveau des intégrines [70]. Leur activation conduit à une augmentation de la quantité de Ca2+ 
cytoplasmique. Cet influx de calcium dans le cytoplasme peut moduler les interactions 
calmoduline/caldesmone et aiŶsi iŶflueŶĐeƌ l’oƌgaŶisatioŶ du ĐǇtosƋuelette [71].  
 
 Cytosquelette et oncogenèse   III.
1. Généralités [72] 
Les cancers (ou tumeurs malignes) sont généralement décrits comme des pathologies résultant de 
la transformation du matériel génétique de cellules normales suite à des mutations successives et 
conduisant, au final, à une prolifération incontrôlée des cellules cancéreuses obtenues. Il semblerait 
ĐepeŶdaŶt Ƌue le Ŷoŵďƌe de ŵutatioŶs ŶĠĐessaiƌes au pƌoĐessus de tuŵoƌigĠŶğse ǀaƌie d’uŶ ĐaŶĐeƌ 
à un autre [73]. 
Hanahan D. et Weinberg R. ont publié en 2000 puis en 2011 des revues visant à rassembler les 
résultats de la recherche sur le cancer et définissant les caractéristiques fondamentales (hallmarks) 
communes des cellules cancéreuses [74].  Au départ, six caractéristiques principales ont été décrites :  
1) Autosuffisance en facteurs de croissance ; 
2) Insensibilité aux facteurs anti-prolifératifs ; 
3) CapaĐitĠ d’ĠĐhappeƌ à l’apoptose ; 
4) Capacité de division illimitée ; 
5) Angiogénèse ; 
6) Capacité à envahir les tissus et à former des métastases.  
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DaŶs l’aƌtiĐle de ϮϬϭϭ, deuǆ Ŷouǀelles ĐaƌaĐtĠƌistiƋues ƋualifiĠes d’ĠŵeƌgeŶtes oŶt ĠtĠ ajoutĠes auǆ 
précédentes [75] :   
7) Capacité à détourner le métabolisme énergétique ; 
8) Capacité à échapper à la surveillance du système immunitaire. 
La transformation tumorale Ƌui ĐoŶduit à l’aĐƋuisitioŶ de Đes ĐapaĐitĠs s’aĐĐoŵpagŶe de 
ĐhaŶgeŵeŶts iŵpoƌtaŶts daŶs la ŵoƌphologie des Đellules tƌaŶsfoƌŵĠes et d’uŶe altération des 
contacts cellule-cellule et cellule-matrice qui contribuent à augmenter sa motilité. 
En effet, de manière à pouvoir former des métastases à distance du site de la tumeur primaire et 
pour migrer dans les tissus adjacents, les cellules cancéreuses acquièrent une motilité plus 
importante en modifiant la structure de leur cytosquelette. Cela passe par la polymérisation de 
filaŵeŶts d’aĐtiŶe (actine F) en différentes protrusions nommées lamella, lamellipodia, filopodia [76] 
ainsi que invadopodia [77]. Dans la mesure où les protéines de liaison de l’aĐtiŶe joueŶt uŶ rôle 
foŶdaŵeŶtal daŶs la ƌĠgulatioŶ de la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe, elles oŶt toujouƌs susĐitĠ uŶ iŶtĠƌġt 
important dans le domaine de la recherche sur le cancer.  
Au Đouƌs des aŶŶĠes, les effoƌts se soŶt ĐoŶĐeŶtƌĠs suƌ l’ideŶtifiĐatioŶ de Ŷouǀeauǆ ďioŵarqueurs du 
cytosquelette présentant une bonne corrélation entre leur niveau expression et le degré de malignité 
d’uŶe tuŵeuƌ. DaŶs uŶe revue publiée en 2013, Gross S.R. fait le bilan des connaissances sur les 
mécanismes de régulation de différentes protéiŶes de liaisoŶs de l’aĐtiŶe telles Ƌue les pƌotĠiŶes 
Arp2/3, les protéines WASP/WAVE, la fascine et les tropomyosines, et récapitule les corrélations 
établies entre leurs niveaux d’eǆpƌessioŶ et l’oƌigiŶe de la tuŵeuƌ [78]. Il met ainsi en évidence 
l’utilitĠ Ƌue peuǀeŶt pƌĠseŶteƌ Đes ŵaƌƋueuƌs tout eŶ iŶdiƋuaŶt les diffiĐultĠs Ƌu’il Ǉ a paƌfois à 
tƌaŶĐheƌ suƌ l’aĐtioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe, paƌ eǆeŵple N-wasp, qui est sous-régulée dans le cancer du sein 
ŵais Ƌui seƌait suƌeǆpƌiŵĠe daŶs le ĐaŶĐeƌ de l’œsophage. 
 Les cellules cancéreuses bien que partageant toutes un certain nombre de caractéristiques de base, 
présentent également des différences telles que la vitesse de croissance et la capacité de se 
métastaser en fonction du tissu, du type cellulaire dont elles sont issues.  
Par la suite nous allons nous focaliseƌ suƌ le saƌĐoŵe d’EǁiŶg Ƌui est au Đœuƌ de Đe pƌojet de thğse. 
Nous avons travaillé avec les cellules EF, une des lignées cellulaires les plus utilisées pour étudier ce 
cancer.      
2. “aƌĐoŵe d’EǁiŶg : Comment la protéine EWS-FLI1 agit-elle sur le 
cytosquelette ?  
Le saƌĐoŵe d’EǁiŶg, forme de cancer très agressive avec un potentiel métastasique élevé, a été 
décrit pour la première fois par James Ewing en 1921 [79]. Un sarcome est un cancer proliférant dans 
les tissus conjonctifs. Les tuŵeuƌs d’EǁiŶg se dĠǀeloppeŶt ĐlassiƋueŵeŶt autouƌ ou daŶs les os ŵais 
peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt touĐheƌ des tissus ŵous ;saƌĐoŵe d’EǁiŶg eǆtƌaosseuǆͿ [80]. Les tumeurs 
d’EǁiŶg, deuǆiğŵe tǇpe de tuŵeuƌs des os eŶ teƌŵe de fƌĠƋueŶĐe, touĐheŶt tƌğs ŵajoƌitaiƌeŵeŶt les 
adolescents et les jeunes adultes avec la moitié des diagnostics réalisés au cours de la deuxième 
décennie de la vie [81]. 
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HistologiƋueŵeŶt, les saƌĐoŵes d’EǁiŶg ĐoƌƌespoŶdeŶt à des feuillets de petites Đellules ƌoŶdes, 
ďleues et iŶdiffĠƌeŶĐiĠes. Le tǇpe Đellulaiƌe à l’oƌigiŶe de la tuŵeuƌ ƌeste eŶĐoƌe aujouƌd’hui iŶĐonnu. 
Jaŵes EǁiŶg aǀait d’aďoƌd suggĠƌĠ uŶe Đellule d’oƌigiŶe eŶdothĠliale daŶs la ŵesuƌe où la tuŵeuƌ 
présentait des similarités avec des tumeurs angio-endothéliale [79]. Depuis d’autƌes oƌigiŶes oŶt ĠtĠ 
proposées : cellules hématopoïétiques [82], fibroblastiques [83] ou cellules souches 
mésenchymateuses [84]. Plus ƌĠĐeŵŵeŶt l’hǇpothğse d’uŶe Đellule ĠpithĠliale a ƌefait suƌfaĐe [85] 
saŶs peƌŵettƌe ŶĠaŶŵoiŶs de tƌaŶĐheƌ dĠfiŶitiǀeŵeŶt suƌ la Đellule à l’oƌigiŶe des saƌĐoŵes d’EǁiŶg.  
Les saƌĐoŵes d’EǁiŶg pƌĠseŶteŶt uŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue ƌeŵaƌƋuaďle : le pƌoĐessus d’oŶĐogĠŶğse est 
initié par une seule modification génétique : une translocation chromosomale notée (11; 22) (q24 ; 
ƋϭϮͿ. Cette tƌaŶsloĐatioŶ Đhƌoŵosoŵale est ƌespoŶsaďle de l’eǆisteŶĐe d’uŶ gğŶe de fusioŶ 
spécifique qui implique le plus souvent le gène EWS du chromosome 22 et le gène FLI-1 de la famille 
ETS localisé sur le chromosome 11  [86]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Représentation schématique de l'obtention de la protéine de fusion EWS-FLI1 par translocation 
chromosomale ;Figuƌe d’apƌğs [87]).  
MoiŶs fƌĠƋueŵŵeŶt, le gğŶe EW“ est fusioŶŶĠ aǀeĐ d’autƌes gğŶes de la faŵille ET“ Đoŵŵe ERG, 
ETV1, E1A-F, FEV [88]. La fusioŶ de Đes gğŶes ĐoŶduit à l’eǆpƌessioŶ paƌ les Đellules tuŵoƌales d’uŶe 
protéine chimérique qui contient les acides aminés de la partie N-terminale de la protéine EWS, un 
puissaŶt aĐtiǀateuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ, et le doŵaiŶe de liaisoŶ de l’ADN du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ 
ETS. Dans le cas le plus fréquent de fusion avec le gène FLI1, la protéine obtenue est nommée EWS-
FLI1. EWS-FLI1 est une oncoprotéine (protéine faďƌiƋuĠe paƌ l’oƌgaŶisŵe suƌ la ĐoŵŵaŶde d’uŶ 
oncogène (gène altéré)) Ƌui agit Đoŵŵe ƌĠgulateuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ et ŵodule l’eǆpƌessioŶ de 
centaines voire de milliers de gènes [89]. La purification et la caractérisation biochimique de la 
protéine EWS-FLI1 ont montré que cette dernière avait une structure désordonnée [90] et que ce 
désordre intrinsèque de la protéine EWS-FLI1 était important pour son activité transcriptionnelle 
[91]. En effet, la flexibilité et la capacité de mouvement des protéines désordonnées leur permettent 
de s’assoĐieƌ et de se dissoĐier rapidement de complexes protéiques. Dans le cas d’EWS-FLI1, sa 
structure désordonnée lui permet de participer à des complexes multiprotéiques nucléaires [92]. 
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Bien que le rôle de EWS-FLI1 comme régulateur de transcription soit plutôt bien documenté [89], 
assez peu d’iŶfoƌŵatioŶs soŶt ƌeĐeŶsĠes suƌ la ŵaŶiğƌe doŶt l’eǆpƌession de la protéine de fusion 
EWS-FLI1 influe sur le comportement de la cellule et au final sur le phénotype de la tumeur chez le 
patient.  
Il a été montré par Chaturvedi et al. que la protéine EWS-FLIϭ Ŷ’eŶtƌaîŶait pas l’appaƌitioŶ des 
caractéristiques classiques développées par les cellules cancéreuses pour se disséminer, telles une 
augŵeŶtatioŶ de l’adhĠsioŶ Đellulaiƌe, de la ĐapaĐitĠ de ŵigƌatioŶ et d’iŶǀasioŶ.   
EŶ effet, il appaƌait Ƌu’EW“-FLI1 induit une désorganisation très importante des assemblages de 
ŵiĐƌofilaŵeŶts d’aĐtiŶe, fiďƌes de stƌess et poiŶts d’adhĠsioŶs foĐauǆ [93].  La dissémination de ces 
cellules cancéreuses ne se feraient ainsi pas via la mise en place de protrusions (filapodia, 
inǀadopodia…Ϳ ŵais de ŵaŶiğƌe passiǀe daŶs la ŵesuƌe où Đes deƌŶiğƌes pƌĠseŶteŶt uŶe adhĠsioŶ 
diminuée. 
Quelques études ont ŵoŶtƌĠ Ƌue des altĠƌatioŶs de la stƌuĐtuƌe de filaŵeŶts d’aĐtiŶe daŶs Đes 
cellules sont corrélées avec la sous-expression de certaines protéines du cytosquelette et que la ré-
eǆpƌessioŶ de Đes pƌotĠiŶes peƌŵet de ƌestauƌeƌ à la fois les ŵiĐƌofilaŵeŶts d’aĐtiŶe ŵais ĠgaleŵeŶt 
les poiŶts d’adhĠsioŶs foĐauǆ et d’iŶhiďeƌ la ĐƌoissaŶĐe de Đes Đellules saŶs aŶĐƌage ou au ĐoŶtaĐt 
c'est-à-dire de ƌĠǀeƌseƌ le phĠŶotǇpe tuŵoƌal. C’est le Đas de l’Ġtude menée par Amsellem et al. qui a 
peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l’effet suppƌesseuƌ  de tuŵeuƌ de la pƌotĠiŶe zǇǆiŶe [94] ou encore du 
tƌaǀail ƌĠalisĠ paƌ “oŶg et al. ŵettaŶt eŶ ĠǀideŶĐe l’iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe eŶ iŶdĠpeŶdaŶte 
d’aŶĐƌage des Đellules NIH-3T3 exprimant EWS-FLI1 par la protéine EPLIN (Epithelial Protein Lost In 
Neoplasm) [95].  
Ces études, foĐalisĠes suƌ le ƌôle d’uŶe pƌotĠiŶe eŶ paƌtiĐulieƌ, Ŷ’oŶt Đependant pas peƌŵis d’Ġtaďliƌ 
le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) par le(s)quel(s) EWS-FLI1 entraîne ces changeŵeŶts d’architecture 
du cytosquelette. Les voies de signalisation impliquées, aboutissant au phénotype tumoral des 
cellules exprimant la protéine EWS-FLI1, restent très peu connues.  
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Chapitre 2 : MĠthodes pouƌ l’Ġtude des 
interactions protéine-protéine : de la découverte 
de Ŷouǀeauǆ paƌteŶaiƌes à l’iŶtĠgƌatioŶ daŶs les 
ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs 
 
En raison du rôle crucial des interactions protéine-protéine en biologie (plusieurs centaines 
de ŵillieƌs estiŵĠes Đhez l’hoŵŵe aǀeĐ eŶtƌe ϯ et ϱ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs paƌ pƌotéine [96], 
[97]), loƌsƋue Ŷous ĠtudioŶs aujouƌd’hui uŶe pƌotĠiŶe iŶĐoŶŶue, uŶe des pƌeŵiğƌes Ƌuestions que 
nous nous posons est : « Quels sont ses paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ ? ».  
Cela Ŷ’a pas toujouƌs ĠtĠ le Đas. EŶ effet l’Ġtude des iŶteƌaĐtioŶs  pƌotĠiƋues a dĠŵaƌƌĠ leŶteŵeŶt et 
a considérablement évolué au fur et à mesure des progrès techniques et conceptuels qui ont été faits 
dans différents domaines de la recherche en biologie. Braun P. et Gingras A-C ont ƌetƌaĐĠ l’ĠǀolutioŶ 
des ŵĠthodes ŵises eŶ œuǀƌe pouƌ l’Ġtude des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine dans une revue de 
qualité dont est issue la Figure 6 présentée ci-dessous [96]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Frise chronologique récapitulant les évolutions de la recherche sur les interactions protéine-
protéine. La partie supérieure est consacrée aux avancées conceptuelles et aux découvertes tandis que la 
partie inférieure fait référence aux avancées technologiques et aux inventions (Figuƌe d’apƌğs [96]). 
L’oďjet de Đe Đhapitƌe est de pƌĠseŶteƌ les teĐhŶiƋues Ƌui soŶt aujouƌd’hui les plus utilisĠes pouƌ 
étudier les interactions protéine-pƌotĠiŶe. D’aďoƌd, nous nous intéresserons aux méthodes ciblées 
de dĠĐouǀeƌtes de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ et verrons comment les interactions découvertes pour 
uŶe pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt peuǀeŶt ġtƌe validées et caractérisées. Ensuite, nous essayerons de voir 
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comment des expériences de protéomique différentielle sont susceptibles de nous renseigner sur les 
interactions protéine-protéine. Finalement, nous verrons comment ces différentes méthodes se 
complètent pour venir étoffer la connaissance générale des interactions protéine-protéine et de leur 
organisation en réseau. En perspective, nous aborderons la nécessité de tenir compte des effets 
dǇŶaŵiƋues daŶs les Ġtudes d’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine.  
Pour faciliter la lecture de ce chapitre qui pourrait apparaître un peu dense, vous trouverez ci-
dessous un schéma récapitulatif (Figure 7Ϳ Ƌui ƌĠsuŵe et Đlasse diffĠƌeŶtes teĐhŶiƋues d’Ġtude des 
interactions protéine-protéine auxquelles il est possible de faire appel, dont un certain nombre tel 
que le pontage covalent, la puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ ĐouplĠe à la ŵasse et la pƌotĠoŵiƋue diffĠƌeŶtielle 
paƌ ŵaƌƋuage ŵĠtaďoliƋue “ILAC Ƌue j’ai utilisĠes pour mon travail de thèse. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Schéma récapitulant les différentes méthodes d'étude d'interactions protéine-protéine qui seront 
abordées dans ce chapitre. 
 
 
 
 
 
 
Introduction : MĠthodes d’Ġtude des iŶteƌactioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
 
 
- 41 - 
 
 MĠthodes ĐiďlĠes de dĠĐouǀeƌte de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ I.
1. “Ǉstğŵes Đellulaiƌes d’eǆpƌessioŶ de douďle hǇďƌide 
Le système « double hybride » (two-hybrid system) décrit pour la première fois en 1989 par Field et 
Song dans la levure saccharomyces cerevisiae [98] est une technique de biologie moléculaire 
permettant de détecter une interaction entre deux protéines dans un milieu intracellulaire. On 
estime que 50 % des interactions entre protéines décrites dans la littérature ont été détectées grâce 
au système « double hybride ». 
 Principe de la méthode originale des doubles hybrides chez la levure a.
Le concept général repose sur le fait que la plupart des facteurs transcriptionnels activateurs 
iŶteƌagissaŶt aǀeĐ l’ADN soŶt ĐoŵposĠs d’au ŵoiŶs deuǆ doŵaiŶes aǇaŶt des foŶĐtioŶs spĠĐifiƋues : 
uŶ doŵaiŶe de liaisoŶ à l’ADN ;DBD ou DNA-binding domainͿ et uŶ doŵaiŶe d’aĐtivation (AD ou 
activation domainͿ, ĐoŶŶeĐtĠs l’uŶ à l’autƌe paƌ uŶe ƌĠgioŶ ĐhaƌŶiğƌe, l’eŶseŵďle doŶŶaŶt uŶe 
architecture tripartite de type « DBD-région charnière-AD » douĠe d’uŶe foŶĐtioŶ de tƌaŶsaĐtiǀatioŶ. 
Chacun des domaines pris séparément est inefficace. Ils doivent être associés pour activer la 
transcription soit naturellement grâce à la région charnière, soit artificiellement grâce à des 
intermédiaires de nature diverse pouvant être notamment des interactions protéine-protéine. En 
effet, il a été dĠŵoŶtƌĠ eǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶt Ƌue deuǆ pƌotĠiŶes ĐhiŵĠƌiƋues, l’uŶe ĐoŵpoƌtaŶt uŶ 
domaine DBD relié à un polypeptide X (hybride DBD-XͿ et l’autƌe ĐoŵpoƌtaŶt uŶ doŵaiŶe AD ƌeliĠ à 
un polypeptide Y (hybride AD-Y) pouvaient reconstituer un facteur transcriptionnel actif si les régions 
polypeptidiques X et Y sont Đapaďles d’iŶteƌagiƌ l’uŶe aǀeĐ l’autƌe. Ces deuǆ pƌotĠiŶes ĐhiŵĠƌiƋues 
peƌŵettaŶt de testeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine sont exprimées dans la levure par transfection 
des constructions plasmidiques appƌopƌiĠes. L’eǆeŵple de la ƌeĐoŶstitutioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe GALϰ 
foŶĐtioŶŶelle ;= ĐoŵpoƌtaŶt à la fois uŶ DBD et uŶ ADͿ Đapaďle d’aĐtiǀeƌ la tƌaŶsĐƌiptioŶ du gğŶe 
GAL1-lacZ ĐodaŶt pouƌ l’eŶzǇŵe galaĐtosidase est pƌĠseŶtĠ Figure 8. 
Figure 8 : Exemple de stratégie utilisée pour détecter une 
interaction protéine-protéine avec un système double hybride 
ƌĠtaďlissaŶt l’aĐtiǀitĠ de la pƌotĠiŶe GALϰ. ;Figuƌe d’apƌğs[99]) 
A = La partie N-terminale de la protéine GAL4 (1-147) lui permet 
de se lieƌ à la sĠƋueŶĐe d’aĐtiǀatioŶ du gğŶe ;UAGs upstream 
activation sequence) Gal1-lacZ.  Cette partie N-terminale de la 
protéine a été reliée à un polypeptide X. 
B = La partie C-terminale de la protéine GAL4  (768-881) qui 
correspond à son doŵaiŶe d’aĐtiǀatioŶ est ƌeliĠe à uŶ 
polypeptide Y. 
C = Si les polypeptides X et Y interagissent, leur interaction va 
permettre de rétablir le lien entre les deux domaines de la 
protéine GAL4 et ainsi rétablir son activité de transcription du 
gène Gal1-lacZ. 
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D’autƌes sǇstğŵes ƌeposeŶt suƌ la ĐoŵplĠŵeŶtaƌitĠ de deuǆ doŵaiŶes d’uŶe protéine. Par exemple, 
des enzymes ou des protéines fluorescentes sont coupées en deux domaines et lorsque les protéines 
auǆƋuelles Đes doŵaiŶes soŶt fusioŶŶĠs iŶteƌagisseŶt l’uŶe aǀeĐ l’autƌe, l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue 
;Đoŵŵe aǀeĐ la β-galactosidase) ou la fluorescence (avec la protéine fluorescente jaune) sont ré-
observées. Ces expériences basées sur la fluorescence par complémentarité bimoléculaire sont de 
plus en plus utilisées pour détecter des interactions protéine-protéine dans le contexte de cellules 
entières [100], [101]. 
 Limites du système double hybride b.
La sĠleĐtioŶ des ĐloŶes positifs ƌeposaŶt suƌ l’aĐtiǀatioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ d’uŶ gğŶe ƌappoƌteuƌ, Đela 
iŵpliƋue Ƌue l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les deuǆ pƌotĠiŶes de fusioŶ se pƌoduise daŶs le ŶoǇau de la Đellule. 
Cette ĐaƌaĐtĠƌistiƋue s’aĐĐoŵpagŶe de plusieuƌs ĐoŶsĠƋueŶĐes Ŷotaďles Ƌu’il ĐoŶǀieŶt de pƌeŶdƌe eŶ 
Đoŵpte. Le ŵilieu au seiŶ duƋuel s’Ġtaďlit l’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine (nucléoplasme) peut être 
différent de celui où résident naturellement les protéines (cytoplasme, milieu extracellulaire, 
ŵeŵďƌaŶe, ĐoŵpaƌtiŵeŶt suďĐellulaiƌe…Ϳ Đe Ƌui peut d’eŵďlĠe iŶflueƌ suƌ le fait Ƌue les pƌotĠiŶes 
ǀoŶt eŶtƌeƌ ou ŶoŶ eŶ ĐoŶtaĐt ;le pH, l’Ġtat ƌedoǆ, le tǇpe d’ioŶs et leuƌ ĐoŶĐeŶtƌatioŶ aiŶsi Ƌue 
d’autƌes faĐteuƌs joueŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs les iŶteƌaĐtioŶsͿ. L’eŶǀiƌonnement nucléoplasmique 
des protéines qui ne sont pas forcément nucléaires peut atténuer, ou, au contraire, favoriser les 
interactions entre protéines. Enfin pour interagir avec un partenaire, certaines protéines doivent 
subir des modifications post-tƌaduĐtioŶŶelles ;phosphoƌǇlatioŶ, aĐĠtǇlatioŶ…Ϳ ŶĠĐessitaŶt des 
eŶzǇŵes spĠĐifiƋues d’uŶ tǇpe Đellulaiƌe doŶŶĠ ou aǇaŶt uŶe loĐalisatioŶ paƌtiĐuliğƌe. 
Ainsi parmi toutes les protéines candidates à une exploration sur le principe du double hybride chez 
la leǀuƌe, ĐeƌtaiŶes Đlasses de pƌotĠiŶes se pƌġteŶt ŵal ou tƌğs ŵal à l’appƌoĐhe ĐlassiƋue, les 
protéines membranaires surtout mais aussi les protéines fibrillaires et certains facteurs 
transcriptionnels (de par leur aptitude potentielle à activer la transcription). 
Des méthodes alternatives peuvent être utilisées. Elles jouent sur le choix du type cellulaire ou sur le 
site suďĐellulaiƌe où se dĠƌoule l’iŶteƌaĐtioŶ. 
 Cellules hôtes c.
Le test original a été développé avec des levures mais théoriquement toutes les cellules sont 
susĐeptiďles de seƌǀiƌ de tuďe à essai pouƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine. Les 
cellules mammifères communément utilisées appartiennent généralement à des lignées telles que 
CHO, COS [102], HEK-293, Hela, NIH 3T3. 
2. Résonance plasmonique de surface (Surface plasmon resonance, SPR) 
La technique de SPR a été pour la première fois utilisée comme biocapteur par Leidberg et al. en 
1983 [103]. Cette méthode permet de détecter la formation de complexes en suivant des 
ĐhaŶgeŵeŶts d’aŶgle d’iŶĐideŶĐe ou d’iŶteŶsitĠ d’uŶ faisĐeau luŵiŶeuǆ ŵoŶoĐhƌoŵatiƋue loƌs d’uŶe 
réflexion totale. Les paƌteŶaiƌes d’uŶe pƌotĠiŶe doŶŶĠe eŶ solutioŶ iŶteƌagisseŶt aǀeĐ la pƌotĠiŶe 
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d’iŶtĠƌġt fiǆĠe de façoŶ ĐoǀaleŶte ou ŶoŶ suƌ uŶ filŵ oƌgaŶiƋue d’uŶe Ġpaisseuƌ de ϭϬϬ Ŷŵ, lui-même 
lié à une surface métallique de faible épaisseur. 
Les phénomènes physiques impliqués dans la détection de partenaires sont complexes. On peut les 
détailler comme suit : La ƌĠfleǆioŶ totale d’uŶ faisĐeau laseƌ à l’iŶteƌfaĐe ǀeƌƌe/ŵĠtal gĠŶğƌe uŶe 
osĐillatioŶ de deŶsitĠ d’ĠleĐtƌoŶs Ƌuasi-libres (plasmon) du métal. Cette oscillation de densité génère 
à son tour une onde électromagnétique évanescente se propageant sur une épaisseur de ~100 nm à 
paƌtiƌ de l’iŶteƌfaĐe. Toute modification de composition dans cette épaisseur (protéine avec et sans 
partenaires) entraîne une modification de la fréquence de la résonance plasmonique et donc une 
modification de la réflexion initiale (angle et/ou intensité). 
Une expérience de SPR se déroule ainsi classiquement de la manière suivante : uŶ ligaŶd d’iŶtĠƌġt 
(un peptide ou une protéine par exemple) est immobilisé covalemment sur un polymère de dextran 
lui-ŵġŵe fiǆĠ ĐoǀaleŵŵeŶt suƌ uŶe suƌfaĐe eŶ oƌ et eǆposĠ au fluǆ d’uŶe solutioŶ de pƌotĠiŶes 
ĐoŶteŶaŶt des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ poteŶtiels. Les pƌotĠiŶes Ƌui iŶteƌagisseŶt aǀeĐ Đe ligaŶd 
sont retenues à la suƌfaĐe du polǇŵğƌe et ǀoŶt iŶduiƌe uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’aŶgle de ƌĠsoŶaŶĐe de la 
luŵiğƌe eŶ ĐhaŶgeaŶt l’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtioŶ au fuƌ et à ŵesuƌe de leuƌ aĐĐuŵulatioŶ paƌ iŶteƌaĐtioŶ 
aǀeĐ le ligaŶd d’iŶtĠƌġt. Cette ŵodifiĐatioŶ de l’aŶgle de ƌĠsoŶaŶĐe se traduira par une diminution de 
l’iŶteŶsitĠ du sigŶal pouƌ l’aŶgle de ƌĠsoŶaŶĐe iŶitial. UŶ sĐhĠŵa de pƌiŶĐipe de la teĐhŶiƋue est 
présenté Figure 9. 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Schéma de principe de la résonance plasmonique de surface (SPR) ;d’apƌğs le site 
http://elte.prompt.hu) 
Il eǆiste uŶe ƌelatioŶ liŶĠaiƌe eŶtƌe la diŵiŶutioŶ de l’iŶteŶsitĠ pouƌ l’aŶgle de ƌĠsoŶaŶĐe et la 
concentration en protéine à la surface. Ainsi il est possible de déterminer la constaŶte d’assoĐiatioŶ 
ka eŶ suiǀaŶt l’ĠǀolutioŶ du sigŶal de “PR au Đouƌs du teŵps Đoŵŵe sĐhĠŵatisĠ Figure 10. La 
constante de dissociation kd peut également être mesurée en lavant la surface avec le tampon seul.  
Ensuite, la constante de formation du complexe peut être obtenue K=ka/kd.  
 
 
Introduction : MĠthodes d’Ġtude des iŶteƌactioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
 
 
- 44 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue d’uŶe ŵesuƌe de “PR ;d’apƌğs le site http://elte.pƌoŵpt.huͿ 
Les articles de Malmqvist [104] et de Jonsson et al. [105] constituent de bonnes références pour ceux 
Ƌui souhaiteŶt aǀoiƌ uŶe eǆpliĐatioŶ plus dĠtaillĠe suƌ l’utilisatioŶ de la “PR pouƌ l’Ġtude d’iŶteƌaĐtioŶ 
ďiŵolĠĐulaiƌes taŶdis Ƌue l’aƌtiĐle de KaƌlssoŶ [106] reprend les différentes équations traduisant ces 
phénomènes.  
UŶ dispositif ďasĠ suƌ la “PR pouƌ l’Ġtude d’iŶteƌaĐtioŶ de ďioŵolécules est commercialisé depuis 
1984 sous le nom de Biacore. Cet appareil présente plusieurs avantages [13]: (1) il nécessite peu de 
matériel biologique. Typiquement seulement 1 à 10 µg de protéine doivent être immobilisé sur la 
puĐe Ƌui peut eŶsuite ġtƌe ƌĠutilisĠe jusƋu’à ϱϬ fois apƌğs ĠliŵiŶatioŶ des protéines adhérentes. (2) 
La ŵĠthode est tƌğs ƌapide, de l’oƌdƌe de ϭϬ ŵiŶ pouƌ uŶe eǆpĠƌieŶĐe. ;ϯͿ Cette teĐhŶiƋue Ŷe 
nécessite aucune modification préalable des protéines c'est-à-dire aucun marquage par des 
étiquettes d’affiŶitĠ ou fluoƌesĐeŶtes. ;ϰͿ Des interactions peuvent être mises en évidence même 
daŶs des ŵĠlaŶges Đoŵpleǆes de pƌotĠiŶes. ;ϱͿ A la fois les ĐoŶstaŶtes d’assoĐiatioŶ et de 
dissociation peuvent être obtenues rapidement. (6) Cette méthode est applicable à une large gamme 
de concentrations en protéines. 
La SPR a été utilisée avec succès pour suivre des interactions peptide-protéine et a permis, par 
exemple, de dĠteƌŵiŶeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ de diffĠƌeŶts doŵaiŶes “HϮ aǀeĐ deuǆ peptides dĠƌiǀĠs du 
facteur de croissance des plaquettes (PDGF) porteurs de phosphorylations de leur acides aminés 
tyrosine [107].  
Cette technologie peut être utilisée pour mieux caractériser des interactions protéine-protéine déjà 
connue en déterminant la constante de formation de ce complexe protéique mais peut également 
peƌŵettƌe d’isoleƌ de Ŷouǀeauǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ qui, une fois élués et digérés, seront 
identifiés par spectrométrie de masse en tandem. Kikuchi et al. [108] ont montré la faisabilité de ce 
tǇpe d’appƌoĐhe dite de « ligand fishing » pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ de Ŷouǀeaux partenaires de la 
protéine p53. La SPR fait ainsi également partie des méthodes pouvant conduire à la découverte de 
nouvelles interactions protéines-protéines. 
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Le couplage avec la spectrométrie de masse (MS) peut être indirect (élution des partenaires) ou 
direct (analyse en MALDI de la puce biocapteur). Compte tenu des écarts de sensibilités des deux 
teĐhŶiƋues ;~ϭ Ŷg eŶ “PR et ϭϬ Ŷg eŶ M“Ϳ leuƌ Đouplage ƌeste aujouƌd’hui eŶĐoƌe dĠliĐat eŶ dehoƌs 
des interactions anticorps–antigène. 
3. Blue Native PAGE 
La technique blue native polyacrymalide gel electrophoresis (BN-PAGEͿ ŵĠƌite d’ġtƌe ŵeŶtioŶŶĠe 
paƌŵi les ŵĠthodes de dĠĐouǀeƌtes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine. La technique Blue Native PAGE 
(BN-PAGE) mise au point par Schägger et al. [109] reprend le principe du gel SDS-PAGE qui permet de 
séparer les protéines en fonction de leur taille. Au lieu des molécules de SDS qui se fixent aux 
protéines et leur confèrent une charge nĠgatiǀe eŶ les dĠŶatuƌaŶt, Đ’est le ďleu de Cooŵassie G Ƌui 
va permettre, dans le cas de la technique BN-PAGE, de charger négativement les protéines mais sans 
les dénaturer. Il est également possible avec cette technique de maintenir des interactions non-
coǀaleŶtes et doŶĐ d’isoleƌ des Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues. Cette teĐhŶiƋue a aiŶsi ĠtĠ utilisĠe pouƌ Ġtaďliƌ 
des interactions protéine-pƌotĠiŶe. Elle s’est, paƌ eǆeŵple, ƌĠǀĠlĠe tƌğs utile pouƌ Ġtudieƌ les 
complexes de respiration des mitochondries chez les plantes ou chez la levure [110], [111]. 
A l’issue de la sĠpaƌatioŶ suƌ BN-PAGE qui permet de déterminer la masse des protéines dans leur 
Ġtat Ŷatif, de dĠfiŶiƌ les Ġtats d’oligoŵĠƌisatioŶ et d’ideŶtifieƌ des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine, il 
est possible de réaliser (1) une extraction des protéines par électroélution et une immunodétection 
après électrotransfert, (2) une migration dans une seconde dimension en SDS-PAGE ou même (3) une 
ŵigƌatioŶ daŶs uŶe seĐoŶde diŵeŶsioŶ eŶ ĠleĐtƌofoĐalisatioŶ ;IEFͿ suiǀie d’uŶe sĠpaƌatioŶ paƌ “D“-
PAGE dans une troisième dimension. Ainsi les sous-unités des complexes isolés en BN-PAGE peuvent 
être dissociées et pourront être identifiées par la suite par spectrométrie de masse par exemple 
[112].  
4. MĠthodes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ couplées à la spectrométrie de 
masse (AP-MS) 
Les ŵĠthodes de dĠĐouǀeƌtes de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ ďasĠes suƌ la puƌifiĐatioŶ paƌ affiŶitĠ 
consistent dans un premier temps à isoler une pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt ;l’appâtͿ ainsi que ses partenaires 
d’iŶteƌaĐtioŶ ;les pƌoiesͿ grâce à une molécule immobilisée sur un support solide (une résine par ex.) 
Ƌui ǀa peƌŵettƌe de les Đaptuƌeƌ. DaŶs uŶ deuǆiğŵe teŵps les paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ isolĠs ǀoŶt 
être identifiés par spectrométrie de masse.  
AiŶsi Đes appƌoĐhes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ couplées à la spectrométrie de masse sont 
gĠŶĠƌaleŵeŶt dĠsigŶĠes paƌ l’aĐƌoŶǇŵe AP-MS (Affinity Purification coupled with Mass 
Spectrometry). 
Nous alloŶs tout d’aďoƌd Ŷous foĐaliseƌ suƌ les diffĠƌeŶtes ŵĠthodes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ aǀaŶt 
d’aďoƌdeƌ l’identification des partenaires capturés par spectrométrie de masse. 
Au Đouƌs des deƌŶiğƌes aŶŶĠes, les ŵĠthodes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ oŶt ƌeǀġtu plusieuƌs foƌŵes eŶ 
raison du développement de nombreux protocoles adaptés à différents contextes biologiques.  
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On distingue deux grandes familles de protocoles eŶ foŶĐtioŶ de l’oƌdƌe des ĠǀĠŶeŵeŶts :  
- “oit la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt appât est puƌifiĠe suƌ le suppoƌt d’affiŶitĠ eŶ ŵġŵe teŵps Ƌue ses 
paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ : oŶ paƌle d’immunoprécipitation. 
- Soit la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt est d’aďoƌd iŵŵoďilisĠe suƌ le suppoƌt d’affiŶitĠ et eŶsuite ŵise eŶ 
pƌĠseŶĐe d’uŶ ŵĠlaŶge Đoŵpleǆe de pƌotĠiŶes ĐoŶteŶaŶt des paƌteŶaiƌes poteŶtiels : on 
paƌle aloƌs d’uŶ pƌotoĐole de pull-down.  
 PuƌifiĐatioŶs d’affiŶitĠ a.
Expériences d’iŵŵuŶopƌĠcipitatioŶ 
Il Ǉ a plusieuƌs Ġtapes uŶiǀeƌselles daŶs uŶe eǆpĠƌieŶĐe d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ Ƌui soŶt listĠes Đi-
dessous et illustrées par la Figure 11.  
(1) L’oďteŶtioŶ, la pƌĠpaƌatioŶ de Đellules ou de tissus ĐoŶteŶaŶt la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt sous 
foƌŵe eŶdogğŶe ou poƌteuse d’uŶe ĠtiƋuette. 
(2) La lyse des cellules ou du tissu et la solubilisation des complexes protéiques grâce à des 
tampons de lyse adaptés (conditions non dénaturantes pour préserver les complexes). 
(3) L’isoleŵeŶt de la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt et de ses paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ paƌ puƌifiĐatioŶ 
d’affiŶitĠ. 
(4) L’ĠlutioŶ des Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues puƌifiĠs. 
(5) L’aŶalǇse des pƌotĠiŶes isolĠes paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse pouƌ 
l’ideŶtifiĐatioŶ/ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ et la ƋuaŶtification des interactions protéine-protéine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 11 : DesĐƌiptioŶ sĐhĠŵatiƋue des Ġtapes uŶiǀeƌselles d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ 
couplée à la spectrométrie de masse [113]: 
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Les pƌotoĐoles d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ ǀaƌieŶt eŶ foŶĐtioŶ de la pƌotĠiŶe appât utilisée au départ qui 
peut être soit endogène, soit porter une étiquette (epitope tag), mais qui peut également avoir été 
modifiée par deux étiquettes distinctes comme pour les expériences de TAP-tag. 
 PuƌificatioŶ d’affiŶitĠ avec uŶe pƌotĠiŶe eŶdogğne 
L’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ aǀeĐ uŶe protéine endogène ƌepose suƌ la ĐapaĐitĠ d’isoleƌ la pƌotĠiŶe appât 
suƌ uŶ suppoƌt paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe d’uŶ aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋue de Đette pƌotĠiŶe. L’aǀaŶtage de Đette 
méthode est la possibilité de capturer la protéine dans son état, avec une abondance physiologique 
et en interaction avec ses partenaires pour une multitude de systèmes (cellules, tissus, modèles 
animaux) sans avoir besoin de réaliser de clones ou de marquage. 
Les inconvénients sont la disponibilité, la spécifiĐitĠ et l’affiŶitĠ des aŶtiĐoƌps utilisĠs pouƌ 
ƌeĐoŶŶaîtƌe la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt. La ƌĠaĐtiǀitĠ ĐƌoisĠe et le Đoût de Đes aŶtiĐoƌps ĐoŶstitueŶt souǀeŶt 
un frein à leur utilisation. 
 PuƌificatioŶ d’affiŶitĠ avec uŶe pƌotĠiŶe poƌteuse d’uŶe ĠtiƋuette ;epitope tag) 
EŶ alteƌŶatiǀe à l’utilisatioŶ de la foƌŵe eŶdogğŶe de la pƌotĠiŶe, il est fƌĠƋueŶt de faiƌe appel à uŶe 
étiquette (epitope tag). Ces étiquettes sont de courtes séquences peptidiques qui ont une forte 
affinité avec des anticorps. Elles sont généralement dérivées de gènes viraux ce qui explique leur 
forte immunoréactivité. De nombreuses étiquettes ont déjà été utilisées pour les expériences 
d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ [114], [115]. Parmi elles, se trouvent des peptides étiquettes tels que le FLAG, 
6 histidines (His)6, c-MǇĐ et l’hĠŵaglutiŶiŶe ou des ĠtiƋuettes de tailles plus importantes telles que la 
protéine fluorescente verte (green fluorescent protein GFP) ou la glutathione-S-transférase (GST). Les 
étiquettes les plus communes ainsi que leurs caractéristiques sont rassemblées dans le Tableau 1. 
Tableau 1 : Etiquettes communément utilisées en  puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ (Figure d’apƌğs [114]). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’ĠtiƋuette est fusioŶŶĠe à la pƌotĠiŶe eŶ iŶsĠƌaŶt le gğŶe de Đette pƌotĠiŶe daŶs le ǀeĐteuƌ 
contenant le gène codaŶt pouƌ la sĠƋueŶĐe de l’ĠtiƋuette Đoŵŵe illustƌĠ daŶs la Figure 12. 
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Figure 12 : OďteŶtioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte poƌteuse d’uŶe ĠtiƋuette (site olympusmicro.com 
rubrique epitope tagging)  
La ŵĠthode de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ aǀeĐ uŶe pƌotĠiŶe poƌteuse d’uŶe ĠtiƋuette est iŶdĠpeŶdaŶte 
des propriétés de liaison de la protéine et peut donc être appliquée à la fois à des protéines de forte 
ou de faible abondance. Cette approche est généralement plus robuste car les conditions 
expérimentales sont optimisées pour une étiquette donnée qui peut être ensuite utilisée pour 
étudier différentes protéines. Un inconvénient de cette méthode est le temps nécessaire à 
l’oďteŶtioŶ de la pƌotĠiŶe de fusioŶ Ƌui doit être générée et introduite dans le système biologique 
d’iŶtĠƌġt. De plus, il est tƌğs iŵpoƌtaŶt de ǀalideƌ la pƌotĠiŶe « taggée » de manière à confirmer que 
l’ĠtiƋuette Ŷ’iŶteƌfğƌe Ŷi aǀeĐ la foŶĐtioŶ de la pƌotĠiŶe eŶdogğŶe, Ŷi aǀeĐ sa loĐalisatioŶ ou ses 
propriétés [116]. 
 Méthode de purification en tandem TAP-tag (double tag) 
TaŶdis Ƌue les ŵĠthodes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ ĐoŵpoƌtaŶt uŶe seule Ġtape oŶt fait leuƌs pƌeuǀes 
pour la capture d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiƋues de faiďle iŶteŶsitĠ et de faiďle aďoŶdaŶĐe, les teĐhŶiƋues 
de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ eŶ taŶdeŵ oŶt ĠtĠ iŶitialeŵeŶt iŶtƌoduites pouƌ pƌĠseƌǀeƌ les iŶteƌaĐtioŶs 
stables tout en réduisant les interactions non spécifiques [117]. 
La première expérience de TAP-tag schématisée Figure 13  Ġtait ďasĠe suƌ l’utilisatioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe 
poƌteuse d’uŶe douďle ĠtiƋuette : uŶ peptide liaŶt la ĐalŵoduliŶe ;Calmoduline Binding Peptide CBP) 
suiǀi d’uŶe uŶitĠ IgG de la pƌotĠiŶe A de Staphylococcus aureus (PrA) et reliés par une séquence 
peptidique correspondant au site de clivage par la protéase TEV. La protéine de fusion 
ĐoƌƌespoŶdaŶte et ses paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ soŶt puƌifiĠs à paƌtiƌ d’eǆtƌaits Đellulaiƌes paƌ uŶe 
première sélection sur une matrice IgG. Après différents lavages, la protéase TEV est ajoutée pour 
Đliǀeƌ la pƌotĠiŶe de fusioŶ de soŶ suppoƌt. L’Ġluat est eŶsuite iŶĐuďĠ aǀeĐ des ďilles gƌeffĠes par de 
la ĐalŵoduliŶe eŶ pƌĠseŶĐe de ĐalĐiuŵ. Cette seĐoŶde Ġtape de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ peƌŵet 
d’ĠliŵiŶeƌ la pƌotĠase TEV aiŶsi Ƌue les tƌaĐes de ĐoŶtaŵiŶaŶts ƌestaŶtes apƌğs la pƌeŵiğƌe 
puƌifiĐatioŶ. A l’issue de nouveaux lavages, la protéine de fusion et ses partenaires stables sont élués 
aǀeĐ de l’EGTA ;ethylene glycol tetraacetic acid) qui va chélater les ions calcium et induire un 
changement de conformation de la calmoduline permettant la libération de la protéine de fusion.  
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Figure 13 : “ĐhĠŵa de l’eǆpĠƌieŶĐe de TAP-tag initiale (Figure tirée de [117]). 
Bien que faisant référence au départ à la combinaison spécifique des étiquettes peptidiques de la 
protĠiŶe A et de la ĐalŵoduliŶe dĠǀeloppĠe paƌ l’ĠƋuipe de “ĠƌaphiŶ, le teƌŵe de puƌifiĐatioŶ TAP-
tag est aujouƌd’hui utilisĠ pouƌ dĠĐƌiƌe toutes les teĐhŶiƋues Ƌui foŶt appel à deuǆ ĠtiƋuettes et à 
deuǆ Ġtapes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ suĐĐessiǀes. D’eǆĐellents articles de revue décrivent les 
différentes stratégies employées [118], [119]. Il est iŵpoƌtaŶt de gaƌdeƌ à l’espƌit Ƌue la taille 
relativement importante de ces tags et de leurs connexions aux régions N- ou C-terminales peuvent 
ĐoŵpliƋueƌ foƌteŵeŶt l’iŶteƌpƌĠtatioŶ et la filiatioŶ des Ŷoŵďƌeuǆ paƌteŶaiƌes. Il peut aiŶsi ġtƌe utile 
de comparer les résultats obtenus en plaçant ces tags soit en N-, soit en C-ter de la protéine.  
Expériences de pull-down  
Dans une expérience de pull-down, la protéine appât qui porte une étiquette est immobilisée sur un 
support par le biais de cette étiquette. Un support « d’affiŶitĠ seĐoŶdaiƌe » est ainsi généré pour la 
purification de protéines partenaires de la protéine appât. Ce support sur lequel est immobilisée la 
protéine appât est incubé avec un milieu contenant un mélange complexe de protéines partenaires 
poteŶtielles tel Ƌu’uŶ lǇsat Đellulaiƌe. Cette ŵĠthode est plus siŵple à ŵettƌe eŶ œuǀƌe Đaƌ elle Ŷe 
nécessite pas forĐĠŵeŶt d’eǆpƌiŵeƌ uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ poƌteuse d’uŶe ĠtiƋuette. EŶ effet, 
l’ĠtiƋuette peut ġtƌe ajoutĠe à la pƌotĠiŶe apƌğs sa puƌifiĐatioŶ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, il se peut Ƌue la fiǆatioŶ 
préalable de la protéine appât entraîne une contrainte conformationnelle de celle-ci conduisant au 
ŵasƋuage d’uŶ ou plusieuƌs sites d’iŶteƌaĐtioŶ de Đette pƌotĠiŶe aǀeĐ soŶ ou ses paƌteŶaiƌes de 
liaison. Cette méthode est également applicable à des petites molécules de synthèse, peptides ou 
autres, dans lesquelles une étiquette telle Ƌu’uŶe ďiotiŶe peut aǀoiƌ ĠtĠ iŶtƌoduite. L’utilisatioŶ de Đe 
tǇpe de stƌatĠgie destiŶĠe à ĐoŵpƌeŶdƌe l’effet d’uŶe petite ŵolĠĐule eŶ se ďasaŶt suƌ 
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l’ideŶtifiĐatioŶ de ses paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ poƌte le Ŷoŵ de protéomique chimique (chemical 
proteomics) [120]. 
 Couplage à la spectrométrie de masse haut débit b.
L’utilisatioŶ de Đes stƌatĠgies de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ à gƌaŶde ĠĐhelle pouƌ la dĠĐouǀeƌte de 
Ŷouǀeauǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ Ŷ’auƌait pas pu se dĠǀeloppeƌ saŶs les pƌogƌğs iŵpoƌtaŶts 
réalisés en spectrométrie de masse. A la fin des années 1990, la spectrométrie de masse a su 
suƌŵoŶteƌ diffĠƌeŶtes ĐoŶtƌaiŶtes teĐhŶologiƋues liĠes à l’ioŶisatioŶ ;E“I, MALDIͿ, à l’aŶalǇse ;TOF, 
puis orbitrap) et au couplage avec les techniques de séparation (LC) qui lui ont permis de devenir la 
ŵĠthode de Đhoiǆ pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ ƌapide de pƌotĠiŶes digĠƌĠes issues de ŵoƌĐeauǆ de gels ou 
sous forme de mélanges complexes en solution. 
La protéomique haut-débit dite « shotgun » est aujouƌd’hui la teĐhŶologie la plus puissaŶte pouƌ 
l’aŶalǇse de ŵĠlaŶges Đoŵpleǆes de pƌotĠiŶes. Elle fait appel à uŶe stratégie dite « bottom-up » 
ƌeposaŶt suƌ la digestioŶ eŶzǇŵatiƋue d’eŶseŵďles Đoŵpleǆes de pƌotĠiŶes suivie de la séparation 
en chromatographie liquide haute performance des peptides trypsiques obtenus qui sont ensuite 
analysés par spectrométrie de masse en tandem. La spectrométrie de masse en tandem comprend 
trois étapes. Au cours de la première étape, les rapports m/z des peptides sont mesurés, dans une 
seconde étape les peptides sélectionnés sont fragmentés et enfin dans une troisième, les rapports 
ŵ/z des diffĠƌeŶts fƌagŵeŶts d’uŶ peptide soŶt ŵesuƌĠs. Des sĠpaƌatioŶs ĐhƌoŵatogƌaphiƋues 
successives peuveŶt ġtƌe ƌĠalisĠes gƌâĐe à l’utilisatioŶ de phases statioŶŶaiƌes de diffĠƌeŶtes Ŷatuƌes 
(par exemple échangeuse de ĐatioŶs et phase iŶǀeƌseͿ diƌeĐteŵeŶt eŶ ligŶe aǀeĐ l’aŶalǇse paƌ 
spectrométrie de masse. Cette technique est communément appelée MudPIT pour Multi 
Dimensional Protein Identification Technology [121]. L’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes est eŶsuite 
généralement réalisée en comparant les spectres de fragmentation expérimentaux avec ceux 
générés in silico et en sélectionnant ainsi la séquence peptidique la plus susceptible de correspondre. 
Cette recherche se fait via des moteurs de recherche tels que SEQUEST [122] ou MASCOT [123]. Les 
identifications sont ensuite filtrées en fonction de scores relatifs à leur qualité et en estimant un taux 
de faux positif (FDR False Discovery Rate). 
Depuis quelques années une autre stratégie gagne rapidement du terrain en protéomique : il s’agit 
de la stratégie dite « top-down ». BasĠe suƌ l’aŶalǇse de pƌotĠiŶes eŶtiğƌes, elle peƌŵet de 
s’affƌaŶĐhiƌ d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de dĠfauts de l’aŶalǇse ďottoŵ-up. En effet, en analyse bottom-up 
une première difficulté réside dans le fait que certains peptides ne sont pas spéĐifiƋues d’uŶe 
protéine et que, par conséquent, l’ideŶtifiĐatioŶ de Đes peptides Ŷe peƌŵet pas de tƌaŶĐheƌ suƌ 
l’ideŶtitĠ de la pƌotĠiŶe. D’autƌe paƌt, aǀeĐ la stƌatĠgie ďottoŵ-up, la couverture de séquence est 
ďieŶ souǀeŶt iŶĐoŵplğte et Ŷous fait passeƌ à ĐôtĠ d’iŶfoƌŵatioŶs poteŶtielleŵeŶt iŶtĠƌessaŶtes 
telles Ƌue l’iŶtĠgƌitĠ d’uŶe pƌotĠiŶe et l’eǆisteŶĐe de ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles. Finalement 
après digestion enzymatique l’iŶfoƌŵatioŶ suƌ la ƌelatioŶ eŶtƌe les diffĠƌeŶts peptides d’uŶe pƌotĠiŶe 
est perdue : il ne sera, par exemple, pas possible de dire si deux peptides phosphorylés attribués à 
uŶe ŵġŵe pƌotĠiŶe peuǀeŶt l’ġtƌe siŵultaŶĠŵeŶt ou pas. 
L’essoƌ de la stƌatĠgie top-down en protéomique correspond au développement récent de méthodes 
de séparation efficaces des protéines (électrophorèse en tube de gel, focalisation isoélectrique, 
nouvelles phases stationnaires en chromatographie), de spectromètres de masse à la fois très 
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résolutifs, avec une excellente précision en masse et une bonne sensibilité (FT-ICR, LTQ-Orbitrap) 
[124]. En top-doǁŶ, l’ioŶisatioŶ des pƌotĠiŶes eŶtiğƌes est ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ƌĠalisĠe eŶ ĠleĐtƌospƌaǇ. 
Ces grosses molécules sous formes très multichargées peuvent ensuite être fragmentées par 
différentes méthodes tels que le CID (collision induced dissociationͿ, l’ECD ;electron capture 
dissociation) ou encore le NSD (nozzle skimmer dissociation). La stratégie top-down est 
particulièrement bien adaptée à la caractérisation complète des protéoformes, c'est-à-dire des 
diffĠƌeŶtes foƌŵes ŵolĠĐulaiƌes d’uŶe pƌotĠiŶe ƌĠsultaŶt de la ĐoŵďiŶaisoŶ de diffĠƌeŶtes ǀaƌiatioŶs 
gĠŶĠtiƋues, d’Ġpissages alteƌŶatifs et de ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles [125]. Aujouƌd’hui, eŶ 
ƌĠalisaŶt des Ġtapes de pƌĠfƌaĐtioŶŶeŵeŶt il est possiďle d’ideŶtifieƌ plus de ϭϬϬϬ pƌotĠiŶes d’uŶ 
lysat cellulaire [126]. D’iĐi ƋuelƋues aŶŶĠes Đette stƌatĠgie pouƌƌait ǀĠƌitaďleŵeŶt ĐoŶstitueƌ uŶe 
alternative viable à la stratégie bottom-up ŶotaŵŵeŶt pouƌ les Ġtudes d’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-
protéine faisant appel à la puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ. 
L’aǀaŶtage des teĐhŶiƋues de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ est leuƌ ĐapaĐitĠ à ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe des 
interactions multidirectionnelles et pas seulement des interactions binaires comme avec le système 
double hybride. CepeŶdaŶt la diffiĐultĠ esseŶtielle de Đes ŵĠthodes ƌĠside daŶs l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des 
doŶŶĠes oďteŶues. EŶ effet, il faut d’uŶe paƌt, ġtƌe eŶ ŵesuƌe d’Ġǀalueƌ Ƌuelles iŶteƌaĐtioŶs sont de 
« vraies »  iŶteƌaĐtioŶs et d’autƌe paƌt, être en mesure de replacer les informations obtenues dans le 
contexte cellulaire pour comprendre la signification biologique du résultat. 
 DĠteƌŵiŶatioŶ de la spĠĐifiĐitĠ d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ c.
Les protéines peuvent être impliquées dans de nombreuses interactions directes ou indirectes, 
ƌĠgulĠes à la fois daŶs l’espaĐe et daŶs le teŵps et ĐƌitiƋues pouƌ la ƌĠalisatioŶ de leuƌ foŶĐtioŶ. Au 
ƌegaƌd de la ĐoŵpleǆitĠ des iŶteƌaĐtioŶs, Đ’est uŶ dĠfi d’ġtƌe eŶ ŵesuƌe de distinguer les interactions 
spécifiques des nombreuses associations non-spécifiques potentielles. Ainsi des efforts importants 
oŶt ƌĠĐeŵŵeŶt ĠtĠ faits pouƌ dĠǀeloppeƌ des appƌoĐhes peƌŵettaŶt d’Ġǀalueƌ la spĠĐifiĐitĠ des 
interactions protéiques. 
Les interactions non-spécifiques sont de deux types : celles qui sont liées aux interactions avec la 
ƌĠsiŶe du suppoƌt, aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps ou l’ĠtiƋuette utilisĠe pouƌ la puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ d’uŶe paƌt, et 
celles qui résultent des associations non-spécifiques (physico-chimiques sans rôle biologique) avec la 
pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt et Ƌui soŶt paƌ ĐoŶsĠƋueŶt ďeauĐoup plus diffiĐiles à Ġǀiteƌ. 
TaŶdis Ƌue le pƌeŵieƌ tǇpe d’iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ spĠĐifiƋues est liĠ à la Ŷatuƌe du suppoƌt d’affiŶitĠ et 
peut être limité en adaptant le Đhoiǆ du suppoƌt, le seĐoŶd tǇpe d’iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques naît 
de la ŵodifiĐatioŶ du ĐoŶteǆte ŵolĠĐulaiƌe loƌsƋu’oŶ passe de l’in vivo à l’in vitro. En effet les 
interactions non-spĠĐifiƋues aǀeĐ la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt dans une expérience de purification par 
affinité soŶt eŶ paƌtie liĠes au fait Ƌue les pƌotĠiŶes à l’issue de la lǇse Đellulaiƌe Ŷe ĐoŶseƌǀeŶt pas la 
loĐalisatioŶ Đellulaiƌe Ƌu’elles aǀaieŶt in vivo et oďtieŶŶeŶt aiŶsi des oppoƌtuŶitĠs de liaisoŶs Ƌu’elles 
Ŷ’aǀaieŶt pas aupaƌaǀaŶt. 
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De plus, une fois co-isolés suƌ uŶ suppoƌt, la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt et ses paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs 
peuǀeŶt pƌĠseŶteƌ des sites d’iŶteƌaĐtioŶs pouƌ des pƌotĠiŶes du lǇsat dites « collantes », abondantes 
ou Đapaďles de ƌeĐoŶŶaitƌe des doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶs. 
Il est possiďle d’iŶflueƌ suƌ la pƌĠseŶĐe de Đes iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques de différentes sources en 
modifiant différents paramètres expérimentaux. Le premier élément critique à optimiser est la lyse 
cellulaire. DaŶs le Đas d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe d’iŵŵuŶopƌĠĐipitation, la lyse doit permettre de libérer en 
solutioŶ la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt eŶ Đoŵpleǆe aǀeĐ ses paƌteŶaiƌes saŶs peƌtuƌďeƌ Đes iŶteƌaĐtioŶs et 
sans dénaturer les protéines. Les tampons de lyse doivent être choisis de manière à maintenir les 
interactions fortes ou faibles tout en limitant les interactions non-spécifiques. Ainsi des tampons de 
lyse dits stringents c'est-à-dire avec des concentrations fortes en sel et/ou en détergent vont 
permettre de conserver majoritairement les interactions fortes tandis que des tampons plus doux 
peuǀeŶt ġtƌe ĠlaďoƌĠs pouƌ ĐoŶseƌǀeƌ des iŶteƌaĐtioŶs plus faiďles. L’iŶĐoŶǀĠŶieŶt ŵajeuƌ des 
tampons de lyse stringents, parfois nécessaires pour avoir accès à certaines protéines des 
ŵeŵďƌaŶes ou ǀĠsiĐules, est Ƌu’ils peuǀeŶt conduire à la dénaturation des protéines qui va être à 
l’oƌigiŶe d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d’assoĐiatioŶ ŶoŶ-spécifiques, comme par exemple avec des protéines 
de choc thermique (HSP pour heat shock proteins) qui ont la caractéristique de se lier aux protéines 
dénaturées [127]. Les détergents utilisés en biochimie appartiennent à trois catégories : les 
détergents non-ioniques, zwitterioniques ou ioniques. Différents exemples de ces détergents sont 
présentés dans le tableau ci-après (Tableau 2). 
Les détergents non-ioniques tels que le Triton X-100 ou le NP-40 ont des têtes hydrophiles non 
chargées. Ils sont considérés comme des détergents doux dans la mesure où ils cassent les 
associations protéine-lipide ou lipide-lipide mais pas les interactions protéine-protéine et pour la 
plupart ne dénaturent pas les protéines. Ainsi, avec les détergents non-ioniques les protéines sont 
solubilisées, isolées dans leur état natif et actif en association avec leuƌs paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ. 
Ces détergents non-ioniques sont ainsi les plus utilisés pour isoler des protéines membranaires. 
Les détergents zwitterioniques tels que le CHAPS et CHAPSO présentent eux une tête hydrophile 
avec à la fois des charges positives et négatives en nombre égal leur conférant au final une charge 
nulle. Ils sont plus stringents que les détergents non-ioŶiƋues et pƌĠseŶteŶt l’aǀaŶtage d’aǀoiƌ uŶe 
concentration micellaire critique (CMC) élevée ce qui permet de les éliminer efficacement par 
dialyse. 
Les détergents ioniques, tels que le SDS, présentent eux une tête chargée positivement ou 
négativement. Ce sont des détergents très stringents qui vont casser les interactions protéine-
protéine. Ils sont très efficaces pour lyser les différents compartiments cellulaires et solubiliser la 
majeure partie des constituants de la cellule. Ils sont cependant souvent relativement difficiles à 
éliminer et peuvent gêner voire complètement empêcher la digestion enzymatique des échantillons. 
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Détergent Type Exemple de structure  
MW  
mono  
(micelle) 
CMC  
mM  
(%w/v) 
Dialysable 
Compatibilité 
digestion 
trypsine 
Triton X-100 Non-ionique 
 
647 (90K) 0.24 (0.0155) Non 1% 
NP-40 Non-ionique 
 
 
617 (90K) 0.29 (0.0179) Non 1% 
Tween  Non-ionique 
 
1228  
( – ) 
0.06 
(0.0074) Non 1% 
Octyl glucoside Non-ionique 
 
292 (8K) 23-24 (~0.70) Oui 1% 
Digitonine Non-ionique 
 
1229 (70K) <0.5 
 
? 
SDS Anionique 
 
288 (18K) 6-8 (0.17-0.23) Non 0,05% 
Sodium 
deoxycholate Anionique 
 
415 2-6 Oui 10% 
CHAPS Zwitterionique 
 
615 (6K) 8-10 (0.5-0.6) Oui 1% 
CHAPSO Zwitterionique 
 
631 (7K) 8-10 (~0.505) Oui 1% 
Tableau 2 : Exemple de détergents classiquement utilisés en biochimie et propriétés associées. 
D’autƌes faĐteuƌs peuǀeŶt iŶflueŶĐeƌ les ƌĠsultats d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ ou de 
pull-doǁŶ tels Ƌue la duƌĠe de l’eǆpĠƌieŶĐe [128], la teŵpĠƌatuƌe à laƋuelle est ƌĠalisĠe l’eǆpĠƌieŶĐe 
ou bien la quantitĠ de pƌotĠiŶes daŶs le lǇsat. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt la ƌĠalisatioŶ d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe de 
puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ ŶĠĐessite d’aǀoiƌ ŵûƌeŵeŶt ƌĠflĠĐhi au desigŶ de l’eǆpĠƌieŶĐe Ƌui doit 
également intégrer des contrôles appropriés. Au-delà de l’optiŵisatioŶ des ĐoŶditions 
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expérimentales, différentes stratégies ont été élaborées pour essayer de discriminer les « vraies » 
interactions des interactions non-spécifiques. 
Certaines stratégies consistent à éliminer les protéines abondantes généralement présentes dans les 
expériences contrôles [129] ou appartenant à des catégories de protéines considérées comme des 
contaminants classiques (protéines du cytosquelette, protéine de chocs thermiques, protéines 
ribosomales) [130]. La reproductibilité des résultats d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe est souǀeŶt utilisĠe Đoŵŵe 
critère pour filtrer les listes de partenaires potentiels en considérant que les interactions non-
spécifiques sont aléatoires et ne seront donc pas vues systématiquement dans les expériences. 
Cependant, ce type de stƌatĠgie peut eŶtƌaîŶeƌ l’ĠliŵiŶatioŶ à toƌt de ǀƌais paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ 
[131]. 
Il est ainsi apparu nécessaire de développer des approches quantitatives pour filtrer de manière 
plus fiŶe les ƌĠsultats des eǆpĠƌieŶĐes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ. En 2006, Gavin et al. ont été parmi 
les premiers à se baser sur des critères chiffrés pour traiter les données de protéomique obtenues à 
l’issue d’eǆpĠƌieŶĐes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ eŶ taŶdeŵ. Ils oŶt aiŶsi iŶtƌoduit la ŶotioŶ d’iŶdeǆ de 
socio-affinité (Socio-Affinity Index “AIͿ pouƌ ƋuaŶtifieƌ la pƌopeŶsioŶ de pƌotĠiŶes à s’assoĐieƌ. Cet 
index tient compte de la fréquence des protéines dans le jeu de données et a pour but de discriminer 
les vraies des fausses interactions qui impliqueraient des partenaires très abondants [132]. 
Dans une étude globale des complexes protéiques chez saccharomyces cerevisiae par purification 
d’affiŶitĠ eŶ taŶdeŵ ĐouplĠe à la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse, KƌogaŶ et al. ont utilisé la notion de 
pƌoďaďilitĠ d’iŶteƌaĐtioŶ, ǀaleuƌ ďasĠe suƌ la ƌepƌoduĐtiďilitĠ eǆpĠƌiŵeŶtale de l’iŶteƌaĐtioŶ aiŶsi Ƌue 
sur les scores obteŶus pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes ďasĠs suƌ leuƌs speĐtƌes de ŵasse [133]. 
Depuis, des approches quantitatives ayant recours au marquage chimique ou métabolique ont vu le 
jour, ainsi que des approches quantitatives sans marquage dites « label-free » s’appuǇaŶt suƌ du 
« spectral counting » (nombre de speĐtƌes M“/M“ d’uŶ peptideͿ ou suƌ l’iŶteŶsitĠ des ioŶs 
précurseurs (données MS). Pardo M. et Choudhary J.S. signent une revue de qualité avec une 
comparaison critique des différentes approches utilisées [134]. 
Paƌŵi les outils dispoŶiďles pouƌ filtƌeƌ et Ġǀalueƌ la pƌoďaďilitĠ d’aǀoiƌ de ǀƌaies iŶteƌaĐtioŶs, j’ai 
choisi de citer le logiciel SAINT (Significance Analysis of Interactome) [135] Ƌue j’ai eu l’oĐĐasioŶ 
d’utiliseƌ daŶs le Đadƌe de Đe tƌaǀail de thğse ;cf. chapitre 6). Ce logiciel a été mis au point au départ 
pouƌ Ġtudieƌ l’iŶteƌaĐtoŵe d’uŶe kiŶase et tƌaiteƌ les ƌĠsultats d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe de puƌifiĐatioŶ 
d’affiŶitĠ aǀeĐ uŶe seule étiquette [136]. Il a ensuite été généralisé pour des jeux de données de 
différentes tailles ĐoŵpoƌtaŶt ou ŶoŶ des ĐoŶtƌôles ŶĠgatifs et est ĠgaleŵeŶt utilisaďle loƌsƋu’il Ŷ’Ǉ a 
Ƌu’uŶe seule pƌoie. 
“AINT peƌŵet d’assigŶeƌ uŶe ǀaleuƌ de pƌoďaďilitĠ de « vraie » interaction pour chaque protéine qui 
iŶteƌagit aǀeĐ la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt à paƌtiƌ du nombre de spectres MS/MS acquis ayant permis 
d’ideŶtifieƌ Đette pƌotĠiŶe. Cette ǀaleuƌ de pƌoďaďilitĠ, qui est normalisée par rapport à la longueur 
de la protéine, peut aussi ġtƌe ŵoǇeŶŶĠe eŶ utilisaŶt plusieuƌs ƌĠpliĐats d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe et eŶ 
tenant compte des valeurs obtenues pour les contrôles négatifs. 
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5. PoŶtage ĐoǀaleŶt ou ͞Cƌoss-liŶkiŶg͟ ĐouplĠ à la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse 
Les stƌatĠgies ďasĠes suƌ l’utilisatioŶ du Đƌoss-linking (pontage covalent en français) couplé à la 
spectrométrie de masse sont deveŶues de plus eŶ plus ĐouƌaŶtes pouƌ les Ġtudes d’iŶteƌaĐtioŶs 
protéine-protéine. Par commodité nous conserverons le terme anglais de cross-linking et ses dérivés 
pour la suite du manuscrit. 
Le terme de cross-linking désigne le processus qui permet de relier par liaison chimique covalente 
deux molécules différentes. Le cross-linking peut être réalisé grâce à des réactifs de cross-linking de 
réactivité modérée ou via des intermédiaires hautement réactifs dans le cas du photocross-linking. 
JusƋu’à pƌĠseŶt le cross-linking chimique est plus utilisé que le photocross-linking. 
 Cross-linking chimique a.
Les réactions de cross-liŶkiŶg ĐhiŵiƋue soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ďasĠes suƌ l’utilisatioŶ d’uŶ Đƌoss-linker 
bifonctionnel (cf. exemple Figure 14) qui est ĐoŶstituĠ d’uŶ ďƌas espaĐeuƌ ĐoŵposĠ d’uŶe ĐhaîŶe 
carbonée portant à chacune de ses extrémités des fonctions réactives qui peuvent être identiques 
(cross-linker homobifonctionnel) ou différentes (cross-linker hétérobifonctionel). Les fonctions 
réactives sont principalement des esters activés ciblant soit les résidus lysine (par exemple les esters 
N-hydroxysuccinimide (NHS)) soit les résidus cystéine (ester maléimide). Cependant des réactions 
secondaires avec les résidus tyrosine, thréonine et sérine ont également été décrites [137]. 
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Figure 14 : Réaction de cross-linking chimique en deux étapes avec le cross-linker homobifonctionel BS3 qui 
réagit préférentiellement avec les amines des chaînes latérales des lysines. 
Le pH est le paramètre le plus critique : des valeurs entre 6,5 et 8,5 constituent un bon compromis 
eŶtƌe la ƌĠaĐtiǀitĠ des lǇsiŶes ŶuĐlĠophiles ;pKa εNH2 9,5) et des cystéines (pKa SH 8,3) envers les 
esters activés du cross-liŶkeƌ et le tauǆ d’hǇdƌolǇse de Đes deƌŶieƌs. De plus, uŶe telle gaŵŵe de pH 
ǀa peƌŵettƌe d’Ġǀiteƌ la dĠŶaturation de la protéine. Le tampon doit permettre de solubiliser le 
cross-liŶkeƌ et ġtƌe dĠpouƌǀu de gƌoupeŵeŶts ƌĠaĐtifs susĐeptiďles d’iŶteƌfĠƌeƌ aǀeĐ la ƌĠaĐtioŶ de 
cross-linking telles que les amines libres. La température, la concentration des partenaires 
d’iŶteƌaĐtioŶs et du Đƌoss-linker ainsi que la longueur du bras espaceur (typiquement entre 4 et 30 Å) 
sont des paramètres qui peuvent également être optimisés. 
Cependant le cross-linking chimique est souvent caractérisé par de faibles rendements (tout au plus 
quelques %) quelles que soient les fonctions réactives utilisées. De plus, une grande variété de 
produits de cross-linking est généralement obtenue conduisant à une dilution du signal. Afin de 
surmonter ces difficultés, des cross-linkers porteurs d’ĠtiƋuettes d’affiŶitĠ [138], [139] permettant un 
11,4 Å 
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eŶƌiĐhisseŵeŶt sĠleĐtif de l’ĠĐhaŶtilloŶ eŶ espğĐes Đƌoss-liŶkĠes oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs. L’utilisatioŶ de 
cross-linkers clivables [140], [141], marqués isotopiquement [142] ou substitués par une molécule de 
matrice CHCA pouƌ l’aŶalǇse MALDI [143] améliore la détection ainsi que 
l’ideŶtifiĐatioŶ/ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des espğĐes Đƌoss-liŶkĠes. La puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ via une étiquette 
portée par le cross-linker ou par uŶ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ [144] et la technique SDS-PAGE sont 
les méthodes les plus couramment utilisées. Néanmoins, les méthodes de chromatographie 
échangeuses de cations [145], [146] ou d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue [147] constituent des approches 
pƌoŵetteuses pouƌ l’eŶƌiĐhisseŵeŶt d’espğĐes cross-liŶkĠes. L’aŶalǇse des peptides Đƌoss-linkés peu 
abondaŶts ŶĠĐessite l’utilisatioŶ de speĐtƌoŵğtƌes de ŵasse possédant une grande sensibilité 
(femtomolaire)  pour leur détection et une grande précision en masse (inférieure à 10 ppm) pour leur 
identification dans la mesure où le nombre de combinaisons de deux peptides est énorme. De plus, 
la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse eŶ taŶdeŵ est ŶĠĐessaiƌe pouƌ la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ. 
De Ŷoŵďƌeuǆ logiĐiels dĠdiĠs à l’aŶalǇse d’espğĐes Đƌoss-linkées ont été développés de manière à 
réaliser une acquisition sélective et une interprétation spécifique des spectres de fragmentation. 
Parmi eux, FINDX a été conçu pour fragmenter sélectivement les cross-links entre protéines 
marquées 14N/15N par LC-MALDI-TOF/TOF [148], xQuest [145] est dédié à la recherche de peptides 
cross-linkés marqués isotopiquement et Crosswork [149] ou Xlink-Identifier [150] sont destinés à 
l’iŶteƌpƌĠtatioŶ d’aŶalǇses d’ĠĐhaŶtilloŶs de Đƌoss-linking chimique sans marquage. 
Les interactions transitoires telles que les interactions enzyme-substrat sont connues pour contribuer 
de façon importante à la dynamique de régulation des protéines. Cependant ces interactions 
transitoires sont difficiles à captuƌeƌ paƌ des eǆpĠƌieŶĐes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ ĐlassiƋues. Les 
méthodes de cross-liŶkiŶg ĐoŶstitueŶt des outils effiĐaĐes pouƌ l’Ġtude de Đes iŶteƌaĐtioŶs pƌoǀisoiƌes 
et ont fait leur preuve in vitro. Par exemple, Lambert et al. ont utilisé le cross-linker BS3 pour mettre 
en évidence in vitro l’iŶteƌaĐtioŶ aiŶsi Ƌue les ƌĠsidus iŵpliƋuĠs daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ de la pƌotĠiŶe de 
choc thermiques 21 (Heat shock Protein Hsp21) avec son substrat, la malate déshydrogénase (MDH) 
[151]. Le cross-linking chimique a également été intégré dans des expériences de purification 
d’affiŶitĠ ĐouplĠes à la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse eŶ taŶdeŵ pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ d’iŶteƌaĐtioŶs 
transitoires ou faibles [152].  
Cependant la plupart des cross-linkers chimiques ne sont pas utilisables pour des expériences in vivo 
car ils ne peuvent pas traverser efficacement la membrane plasmique des cellules mais surtout du 
fait de l’hǇdƌolǇse ƌapide de leuƌs gƌoupeŵeŶts ƌĠaĐtifs. Le paƌafoƌŵaldĠhǇde ;PFAͿ et le 
glutaraldéhyde (cf. Figure 15Ϳ foŶt figuƌes d’eǆĐeptioŶ puisƋu’ils peuǀeŶt tƌaǀeƌseƌ la ŵembrane 
plasmique et permettre de cross-linker des partenaires d’iŶteƌaĐtioŶ in cellulo. Ils soŶt d’ailleuƌs 
beaucoup utilisés pour la fixation de tissus. 
 
 
 
Figure 15 : Structure du formaldéhyde PFA (à gauche) et du glutaraldéhyde GA (à droite). 
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Le PFA, très petite molécule (4 atomes) correspondant à un bras espaceur de 2,3 à 2,7 Å, permet 
avant tout de maintenir des interactions transitoires qui seraient perdues dans des expériences de 
puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ ĐlassiƋues. Cependant, il Ŷe peƌŵet pas d’Ġtudieƌ les zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ Ŷi de 
saǀoiƌ si l’iŶteƌaĐtioŶ d’uŶ paƌteŶaiƌe ideŶtifiĠ aǀeĐ la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt est uŶe iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte 
ou non. En effet, la réaction de cross-linking avec le PFA étant réversible, les liaisons covalentes 
oďteŶues soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt dĠtƌuites aǀaŶt la digestioŶ et l’aŶalǇse des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ 
purifiés par immunoaffinité [153]. D’autƌe paƌt, auĐuŶe aŶalǇse de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷ’est 
paƌǀeŶue à ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l’eǆisteŶĐe de Đƌoss-links entre deux protéines ou deux peptides 
indiquant que la liaison covalente formée ne résiste pas au transfert dans le spectromètre de masse 
[154]. 
 Photocross-linking b.
Pouƌ la Đaptuƌe d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine in vivo, les efforts se sont donc concentrés sur la 
technique de photocross-linking. Le photocross-liŶkiŶg ƌepose suƌ l’utilisatioŶ de gƌoupeŵeŶts 
photoaĐtiǀaďles pouǀaŶt, suite à uŶe iƌƌadiatioŶ photoŶiƋue, ĐoŶduiƌe à la foƌŵatioŶ d’uŶe liaisoŶ 
covalente. Le tableau ci-dessous présente quelques exemples de groupements fréquemment 
rencontrés (Tableau 3). 
 
Tableau 3 : Trois groupements photoactivables communément utilisés : la benzophénone (Bp), le phényle 
azide (Pa) et le trifluorométhyl phényl diazirine (TFMFD).  
De la même manière que pour le cross-linking chimique, il existe des cross-linkers bifonctionnels 
portant généralement un groupement photoactivable à une extrémité et un groupement chimique 
ƌĠaĐtif de l’autƌe côté. Cependant ces cross-linkers bifonctionnels sont plutôt réservés à des 
applications in vitro et peu, voire pas utilisés in vivo eŶ ƌaisoŶ de l’eǆtƌaoƌdiŶaiƌe diǀeƌsitĠ des 
pƌoduits susĐeptiďles d’ġtƌe foƌŵĠs. 
Plus souvent ces groupements photoactivables sont directement portés par les biomolécules. Ils 
sont soit introduits lors de la synthèse du peptide ou de la protéine en laboratoire (peptide ou 
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protéine qui pourra entrer dans la cellule ou y être vectorisé(e)), soit directement incorporés dans 
les biomolécules au moment de la synthèse de ces dernières dans la cellule. Cette synthèse 
endogène de protéines porteuses de groupements photoactivables peut être réalisée de différentes 
manières. En 2002, Chin J. et Schultz P. ont mis au poiŶt uŶ ARNt aiŶsi Ƌue l’aŵiŶoaĐǇl ARNt 
sǇŶthĠtase ĐoƌƌespoŶdaŶt à Đet ARNt peƌŵettaŶt d’iŶĐoƌpoƌeƌ daŶs la ŵaĐhiŶeƌie de sǇŶthğse de 
pƌotĠiŶes d’Escherichia coli l’aĐide aŵiŶĠ paƌa-benzoyl-L-phenylalanine [155]. Quelques années plus 
taƌd, tƌois aĐides aŵiŶĠs ƌesseŵďlaŶt à l’isoleuĐiŶe, la leuĐiŶe et la ŵĠthioŶiŶe ŵais ĐoŶteŶaŶt des 
cycles diazirine photoactivables et pouvant être incorporés tout à fait normalement dans la synthèse 
de protéines ont été synthétisés [156] (Figure 16). 
 
Figure 16 : Structure chimique des acides aminés photoactivables leucine et méthionine et de leurs 
équivalents naturels. 
Ensuite, une fois que la protéine photoactivable est  « en place » dans son environnement cellulaire, 
une photoirradiation est réalisée et le (ou les) paƌteŶaiƌe;sͿ d’iŶteƌaĐtioŶ se situaŶt à pƌoǆiŵitĠ soŶt 
liés covalemment. FiŶaleŵeŶt les Đellules iƌƌadiĠes peuǀeŶt ġtƌe lǇsĠes, les pƌotĠiŶes d’iŶtĠƌġt 
purifiées et le (ou les) complexe(s) formé(s) identifié(s).   
Les gƌoupeŵeŶts photoaĐtiǀaďles soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ uŶe foƌte ƌĠaĐtiǀitĠ du fait de l’oďteŶtioŶ 
sous l’aĐtioŶ d’uŶ ƌaǇoŶŶeŵeŶt UV, d’espğĐes iŶteƌŵĠdiaiƌes ƌadiĐalaiƌes. Le ĐaƌaĐtğƌe hauteŵeŶt 
réactif de ces radicaux conduit aux résultats suivants :  
ϭͿ N’iŵpoƌte Ƌuelle ŵolĠĐule se tƌouǀaŶt à pƌoǆiŵitĠ, Ƌuelle Ƌue soit sa ĐoŵpositioŶ eŶ 
groupements fonctionnels, pourra être liée de façon covalente. La réaction permet de créer une 
liaison C-C ou C-hétéroatome en fonction de la sonde utilisée. 
2) Cette forte réactivité implique une demi-ǀie Đouƌte de l’iŶteƌŵĠdiaiƌe ƌĠaĐtif ƌadiĐalaiƌe ;Ŷs-µs) 
minimisant la probabilitĠ de Đaptuƌe d’iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques. 
ϯͿ EŶ l’aďseŶĐe de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ à pƌoǆiŵitĠ, l’iŶteƌŵĠdiaiƌe ƌĠaĐtioŶŶel ƌeǀieŶdƌa a uŶ 
Ġtat staďle eŶ ƌĠagissaŶt aǀeĐ de l’eau ou aǀeĐ lui-même selon les cas et cela limitera également la 
possibilitĠ d’ideŶtifieƌ des iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques. 
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Malgré les différents avantages décrits précédemment, le photocross-liŶkiŶg ƌeste aujouƌd’hui 
eŶĐoƌe assez peu utilisĠ pouƌ plusieuƌs ƌaisoŶs. ;ϭͿ L’iŶĐoƌpoƌatioŶ des soŶdes photoaĐtiǀaďles Ŷ’est 
pas une opération triviale et nécessite généralement des optimisations, par exemple, au niveau de la 
positioŶ de la soŶde ou suƌ le pouƌĐeŶtage d’aĐides aŵiŶĠs photoaĐtiǀaďles à iŶĐoƌpoƌeƌ ; (2) il est 
important de vérifier que la (ou les) sonde(s) photoactivable(s) ne vont pas venir modifier la structure 
tƌidiŵeŶsioŶŶelle de la pƌotĠiŶe poƌteuse de la soŶde et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt peƌtuƌďeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ de 
cette protéine avec ses partenaires ; (3) une des difficultés du photocross-linking réside dans le 
traitement des échantillons obtenus. Il faut en effet être capable de repérer (western blot) et d'isoler 
les espèces photocross-linkées (purification d'affinité) ; (4) l’oďstaĐle Ƌui Ŷous seŵďle aujouƌd’hui le 
plus important dans le développement du photocross-linking est le manque de logiciels 
peƌŵettaŶt l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des doŶŶĠes à la fois pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des paƌteŶaiƌes ŵais aussi 
pour la détermination des sites de photocross-liŶkiŶg. C’est Đela Ƌui Ŷous a iŶĐitĠ à Ŷous laŶĐeƌ daŶs 
le dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶ logiĐiel Đapaďle d’iŶteƌpƌĠteƌ les speĐtƌes de fƌagŵeŶtatioŶs d’espğĐes 
photocross-liŶkĠes eŶ ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l’ĠƋuipe de ďioiŶfoƌŵatiĐieŶs du Dƌ. Du X. (Université de 
Charlotte, Caroline du Nord, USA). 
 Méthodes de validation et de caractérisation  II.
Les méthodes de validation et de caractérisation qui sont présentées dans cette partie sont destinées 
à des expériences in vitro. 
1. Calorimétrie de titrage isotherme (ITC) 
La calorimétrie par titrage isotherme (Isothermal Titration Calorimetry ITC) est une technique qui 
utilise les échanges de chaleur associés à une interaction moléculaire à température constante pour 
obtenir une caractérisation thermodynamique complète de cette interaction. En 1965, Christensen et 
al. oŶt ĠtĠ les pƌeŵieƌs à dĠĐƌiƌe l’ITC Đoŵŵe uŶe ŵĠthode permettant de déterminer 
siŵultaŶĠŵeŶt la ĐoŶstaŶte d’ĠƋuiliďƌe et l’eŶthalpie assoĐiĠe à la foƌŵatioŶ d’uŶ Đoŵpleǆe [157]. 
Ce système a ensuite été utilisé pouƌ l’Ġtude d’iŶteƌaĐtioŶs au seiŶ de sǇstğŵes ďiologiƋues [158]. Ce 
Ŷ’est Ƌu’eŶ ϭϵϴϵ Ƌue les pƌeŵieƌs Đaloƌiŵètres commerciaux sont apparus. 
Un système ITC est classiquement composé, comme schématisé Figure 17, de deux cellules, une 
cellule échantillon et une cellule de référence contenues dans une enveloppe adiabatique, ainsi que 
d’uŶe seƌiŶgue ĐoŶteŶaŶt uŶ ligaŶd Ƌui est titƌĠ daŶs la Đellule ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶteŶaŶt la solutioŶ de 
protéine. 
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Figure 17 : CoŶfiguƌatioŶ ĐlassiƋue d’uŶ Đaloƌiŵğtƌe de titrage isotherme ;d’apƌğs TaŶǀi.D “ite 
pharmaXchange.info). 
Lorsque les deux éléments interagissent de la chaleur est dégagée (réaction exothermique) ou 
absorbée (réaction endothermique) dans la cellule échantillon. La puissance nécessaire pour 
maintenir les deux cellules à la même température est mesurée par le calorimètre et traduite en 
sigŶal. LoƌsƋue la pƌotĠiŶe est satuƌĠe paƌ le ligaŶd ajoutĠ, le sigŶal de Đhaleuƌ diŵiŶue jusƋu’à Đe 
que seule la variation de chaleur liée à la dilution soit  observée. La représentation de ces variations 
de chaleur pour des ajouts de ligands réalisés à intervalles réguliers (Figure 18. A) permet de tracer 
uŶe Đouƌďe ƌepƌĠseŶtaŶt l’ĠĐhaŶge de Đhaleuƌ eŶ foŶĐtioŶ du ƌatio ŵolaiƌe ligand/protéine. A partir 
de Đette Đouƌďe la ĐoŶstaŶte d’association (ka = 1/kdͿ, la stœĐhioŵĠtƌie de la ƌĠaĐtioŶ de foƌŵatioŶ 
du Đoŵpleǆe ;ŶͿ et la ǀaƌiatioŶ d’eŶthalpie assoĐiĠe peuǀeŶt ġtƌe pƌĠĐisĠŵeŶt dĠteƌŵiŶĠes ;Figure 
18.BͿ. AǀeĐ Đes ŵesuƌes, il est eŶsuite possiďle de ĐalĐuleƌ l’eŶtƌopie ;Δ“Ϳ aiŶsi Ƌue ĐhaŶgeŵeŶt 
d’ĠŶeƌgie liďƌe ;ΔGͿ aǀeĐ l’ĠƋuatioŶ ΔG = -RTlŶKa= ΔH-T Δ“.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : ;AͿ DoŶŶĠes ďƌutes eǆtƌaites d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe d’ITC. ;BͿ Isotheƌŵe de liaisoŶ ƌepƌĠseŶtaŶt 
l’ĠĐhaŶge de Đhaleuƌ eŶ foŶĐtioŶ du ƌatio ŵolaiƌe ligaŶd/pƌotĠiŶe. ;d’apƌğs TaŶǀi.D “ite phaƌŵaXĐhaŶge.iŶfoͿ. 
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L’ITC peƌŵet doŶĐ d’oďteŶiƌ uŶe ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ theƌŵodǇŶaŵiƋue Đoŵplğte d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ. 
Cela a conduit à un développement particulièrement rapide de la technique au cours des dernières 
décennies [159]. 
Aujouƌd’hui, l’ITC est utilisĠe pouƌ Ġtudieƌ tous les tǇpes d’iŶteƌaĐtioŶs daŶs lesƋuelles des pƌotĠiŶes 
peuvent être impliquées : les interactions protéine-protéine, les interactions protéine-ADN/ARN et 
les interactions protéine-petite ŵolĠĐule. Paƌŵi les appliĐatioŶs de l’ITC oŶ peut Điteƌ ĠgaleŵeŶt 
l’Ġtude du ƌeplieŵeŶt et du dĠplieŵeŶt de pƌotĠiŶes et les Ġtudes de titƌage paƌ dĠplaĐeŵeŶt d’uŶ 
ligand permettant d’aǀoiƌ aĐĐğs à la ĐoŶstaŶte d’assoĐiatioŶ d’uŶ ligaŶd de haute affiŶitĠ [160].        
CoŶtƌaiƌeŵeŶt à d’autƌes ŵĠthodes, l’ITC Ŷe ƌeƋuieƌt pas l’iŵŵoďilisatioŶ ou la ŵodifiĐatioŶ 
ĐhiŵiƋue des pƌotĠiŶes daŶs la ŵesuƌe où l’aďsorption ou la production de chaleur sont des 
pƌopƌiĠtĠs iŶtƌiŶsğƋues de ƋuasiŵeŶt toutes les ƌĠaĐtioŶs ďioĐhiŵiƋues. L’ITC pƌĠseŶte ŶĠaŶŵoiŶs 
ĐeƌtaiŶs iŶĐoŶǀĠŶieŶts puisƋu’il s’agit d’uŶe teĐhŶiƋue ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ uŶe faiďle seŶsiďilitĠ et qui 
nécessite paƌ ĐoŶsĠƋueŶt uŶe ĐoŶsoŵŵatioŶ iŵpoƌtaŶte d’ĠĐhaŶtilloŶ. C’est, de plus, une technique 
qui présente un bas débit, ne pouvant être utilisée en routine dans la mesure où les conditions 
doivent être optimisées pour chaque système étudié.  
2. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 
La RMN, teĐhŶiƋue ďasĠe suƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue et des ŶoǇauǆ atoŵiƋues à 
spin non nul, a été principalement connue pendant de nombreuses années comme méthode de 
détermination de structure tridimensionnelle de macromolĠĐules ďiologiƋues. Aujouƌd’hui, Đ’est 
l’Ġtude des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine qui donne lieu à la plupart des applications.   
JusƋu’à pƌĠseŶt la RMN Ŷ’a pas ĠtĠ eŶ ŵesuƌe de ƌiǀaliseƌ aǀeĐ la Đƌistallogƌaphie auǆ ƌaǇoŶs X eŶ 
termes de résolution notammeŶt. CepeŶdaŶt il se tƌouǀe Ƌu’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de Đoŵpleǆes 
importants ne cristallisent pas correctement ou bien que la cristallisation ne se fait pas dans la 
conformation biologiquement active. Cela est particulièrement le cas pour les interactions faibles 
et/ou tƌaŶsitoiƌes eŶtƌe pƌotĠiŶes. La RMN pƌĠseŶte aiŶsi l’aǀaŶtage paƌ ƌappoƌt à la Đƌistallogƌaphie 
auǆ ƌaǇoŶs X, de peƌŵettƌe l’Ġtude des Đoŵpleǆes eŶ solutioŶs. D’autƌe paƌt, les aǀaŶĐĠes 
technologiques dans le domaine de la RMN ont permis de développeƌ diffĠƌeŶtes ŵĠthodes d’Ġtude 
des complexes qui fournissent des informations complémentaires pour la caractérisation 
d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine. 
Paƌŵi elles, l’effet ŶuĐlĠaiƌe Oǀeƌhauseƌ iŶteƌŵolĠĐulaiƌe ;Nuclear Overhauser Effect NOE) qui 
permet de cartographier les interactions biomoléculaires. La technique NOE se base sur la mesure 
pƌĠĐise des distaŶĐes eŶtƌe les tƌğs Ŷoŵďƌeuǆ pƌotoŶs d’uŶ Đoŵpleǆe pouƌ Ġtaďliƌ la stƌuĐtuƌe 
tridimensionnelle de ce dernier. Cette technique est seulement applicaďle loƌsƋue l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe 
deux molécules est suffisamment forte (Kd < 10 µM). 
Nous pouvons citer également la technique de cartographie par perturbation du déplacement 
chimique (Chemical shift Perturbation Mapping) qui est la technique la plus utilisée pour définir les 
iŶteƌfaĐes eŶtƌe pƌotĠiŶes. BƌiğǀeŵeŶt, Đette teĐhŶiƋue ƌepose suƌ l’eŶƌegistƌeŵeŶt de speĐtƌes 
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) 15N-1H d’uŶe pƌotĠiŶe au fuƌ et à ŵesuƌe de l’ajout 
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d’uŶ paƌteŶaiƌe ŶoŶ ŵaƌƋuĠ Ƌui ǀa ǀeŶiƌ ŵodifier les déplacements chimiques de la protéine de  
dĠpaƌt. UŶ eǆeŵple de speĐtƌes H“QC pouƌ Đe tǇpe d’eǆpĠƌieŶĐe est pƌĠseŶtĠ Figure 19. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Exemple de spectres 1H-15N H“QC de l’iŶteƌleukin-2 (IL-ϮͿ eŶ pƌĠseŶĐe ;ďleuͿ et eŶ l’aďseŶĐe 
;ŵaƌƌoŶͿ d’uŶe petite ŵolĠĐule iŶhiďitƌiĐe de IL-2 (Figure tirée de [161]). La position de certains signaux est 
significativement modifiée suite à l’ajout de la petite ŵolĠĐule iŶhiďitƌiĐe : Ces signaux correspondent à des 
acides aminés faisant partie de la zoŶe d’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les iŶhiďiteuƌs. 
Cette méthode est sensible et permet de repérer des changements assez subtils. Par exemple, elle a 
permis de montrer que les domaines doigts de zinc des protéines peuvent, en plus de leur fonction 
de liaisoŶ de l’ADN, induire des interactions protéine-protéine avec de relativement faibles affinités 
(10-5 M) [162]. 
Un troisième exemple de technique faisant appel à la RMN pour la caractérisation de complexes est 
le titrage par RMN (titration with NMR). Cette technique, en plus de permettre de cartographier 
l’iŶteƌfaĐe d’iŶteƌaĐtioŶ, doŶŶe uŶe ďoŶŶe estiŵatioŶ de l’affiŶitĠ, de la stœĐhioŵĠtƌie, de la 
spĠĐifiĐitĠ et des paƌaŵğtƌes ĐiŶĠtiƋues de l’iŶteƌaĐtioŶ. UŶ ďoŶ eǆeŵple d’appliĐatioŶ est le tƌaǀail 
réalisé avec la troponine C qui est une protéine liant le calcium ainsi que la troponine I et qui est 
impliquée dans la régulation musculaire [163]. Le titrage par RMN a révélé que deux équivalents de 
calcium pouvaient lier la troponine C avec une haute affinité. Au cours de ce processus, la troponine 
C passe d’uŶ Ġtat laƌgeŵeŶt dĠstƌuĐtuƌĠ à la foƌŵatioŶ d’uŶ doŵaiŶe Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ la 
troponine I. En présence de deux atomes de calcium, la troponine C lie un fragment de troponine I 
aǀeĐ uŶe stœĐhioŵĠtƌie ϭ:ϭ et uŶe ĐoŶstaŶte d’affiŶitĠ de Ϯ±ϭ µM. 
Il a récemment été montré que la RMN pouvait permettre de mettre en évidence des changements 
conformatioŶŶels de l’oƌdƌe de la ŵilliseĐoŶde [164]. 
CepeŶdaŶt, la RMN pƌĠseŶte l’iŶĐoŶǀĠŶieŶt de ĐoŶsoŵŵeƌ des ƋuaŶtitĠs iŵpoƌtaŶtes de ŵatĠƌiel 
ďiologiƋue, de l’oƌdƌe du ŵilligƌaŵŵe paƌ aŶalǇse, et Ŷe peƌŵet d’aŶalǇseƌ Ƌue des iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ 
uŶe affiŶitĠ faiďle de l’oƌdƌe du ŵilliŵolaiƌes ou de ƋuelƋues ŵiĐƌoŵolaiƌes. 
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3. Cristallographie aux rayons X 
La cristallographie aux rayons X est la technique la plus résolutive pour étudier la structure 
tƌidiŵeŶsioŶŶelle de ďioŵolĠĐules eŶ phase solide. Cette teĐhŶiƋue peƌŵet, eŶ effet, d’oďteŶiƌ des 
iŶfoƌŵatioŶs stƌuĐtuƌales à l’ĠĐhelle atoŵiƋue. L’Ġtude pƌĠĐise de la stƌuĐtuƌe de Đes ŵolĠĐules 
peƌŵet aiŶsi d’ideŶtifieƌ les zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ entƌe diffĠƌeŶtes ŵolĠĐules ŵais aussi d’ideŶtifieƌ 
d’ĠǀeŶtuels sites de fiǆatioŶ de ligaŶds de sǇŶthğse. AiŶsi la Đƌistallogƌaphie auǆ ƌaǇoŶs X a ĠtĠ tƌğs 
utilisĠe daŶs l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue pouƌ la ĐoŶĐeptioŶ de ligaŶds de haute affiŶitĠ. CepeŶdaŶt 
elle s’est ŵoŶtƌĠe à plusieuƌs ƌepƌises iŶsuffisaŶte pouƌ ĐoƌƌeĐteŵeŶt pƌĠǀoiƌ les ƌelatioŶs stƌucture-
activité et doit ainsi souvent être couplée à des méthodes donnant accès à des informations 
thermodynamiques indispensables à une prédiction correcte des interactions [165]. L’oďteŶtioŶ de 
cristaux diffractants et la nécessité de disposeƌ de ƋuaŶtitĠs iŵpoƌtaŶtes d’ĠĐhaŶtilloŶs ƌesteŶt les 
principales limitations de cette technique [166]. 
4. Spectrométrie de masse native 
Les teĐhŶiƋues d’ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ ;E“IͿ et de dĠsoƌptioŶ ioŶisatioŶ laseƌ assistĠe paƌ ŵatƌiĐe 
;MALDIͿ soŶt des ŵĠthodes d’ioŶisatioŶ ƋualifiĠes de « douces » et permetteŶt d’oďteŶiƌ eŶ phase 
gaz des ions de biomolécules de hautes masses moléculaires. Cependant, il apparaît que la technique 
MALDI est ŵoiŶs adaptĠe à l’Ġtude d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine et protéine-ligand dans la 
mesure où les conditions de matrice utilisées viennent perturber ces interactions. Différentes 
ŵĠthodes, telles Ƌue l’utilisatioŶ de ĐoŶditioŶs paƌtiĐuliğƌes pouƌ l’oďteŶtioŶ des Đƌistauǆ de ŵatƌiĐe, 
peuǀeŶt ġtƌe ŵise eŶ œuǀƌe pouƌ ĐoŶtouƌŶeƌ Đette diffiĐultĠ et Ġtudieƌ des Đoŵpleǆes ŶoŶ-covalents 
en MALDI [167]. CepeŶdaŶt aujouƌd’hui le teƌŵe de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷatiǀe fait 
ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ƌĠfĠƌeŶĐe à l’E“I.  
Depuis 1991, la spectrométrie de masse avec une ionisation de type électrospray (ESI-MS) a été au 
Đœuƌ de tƌaǀauǆ de ƌeĐheƌĐhe iŶteŶses ǀisaŶt à dĠǀeloppeƌ uŶe appliĐatioŶ ďieŶ paƌtiĐuliğƌe, à saǀoiƌ 
l’Ġtude de complexes non-covalents. En spectrométrie de masse classique aussi appelée 
spectrométrie de masse moléculaire, les espèces ionisées sont présentes en phase gaz dans le 
spectromètre de masse sous forme individuelle après la destruction des liaisons non-covalentes 
existant en solution. En revanche la spectrométrie de masse supramoléculaire ou native a pour 
objectif de transférer les complexes moléculaires intacts, Đ’est-à-diƌe tels Ƌu’ils pƌĠeǆisteŶt eŶ 
solution, ǀeƌs la phase gaz de l’iŶstƌuŵeŶt. Au pƌeŵieƌ aďoƌd uŶe teĐhŶiƋue ŶĠĐessitaŶt le tƌaŶsfeƌt 
des espèces en phase gaz peut sembler inappropriée pour étudier des assemblages de molécules 
maintenus par des interactions faibles (liaisons électrostatiques, interactions de Van der Waals, 
liaisons hydrogènes et hydrophobes) et donc intrinsèquement fragiles. Cependant au début des 
années 1990 deux groupes américains ont été les premiers à montrer que des interactions protéine-
ligaŶd pouǀaieŶt suƌǀiǀƌe au pƌoĐessus d’ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ [168], [169] (cf. Figure 20). A noter 
cependant que les interactions hydrophobes ne sont pas conservées lors de la désolvatation.  
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Figure 20 : Spectres de masse obtenus en infusion avec une source électrospray et permettant de suivre 
l’hǇdƌolǇse de l’heǆasaĐĐhaƌide de N-acétylglycosamine (NAG6Ϳ paƌ le lǇzozǇŵe de ďlaŶĐ d’œuf de poule 
(HEWL). Le mélange de HEWL (3,17.10-5 M) et NAG6 (4,41.10
-4 MͿ daŶs le taŵpoŶ aĐĠtate d’aŵŵoŶiuŵ ϭϬ ŵM 
à pH 5 est infusé dans la source électrospray à un débit de 2 µL/min. Les spectres de masses présentés sont 
obtenus respectivement à 1 min (A), 10 min (B) et 60 min (C). L’aďoŶdaŶĐe du piĐ Đoƌƌespondant au complexe 
(HEWL+NAG6)
8+ (m/z =1943,3) diminue en intensité au fur et à mesure du temps alors que celle du pic 
correspondant à (HEWL+NAG4)
8+ (m/z=1892,2), pƌoduit d’hǇdƌolǇse, augŵeŶte  (Figure tirée de [168]) 
Depuis cette découverte, différents laboratoires ont travaillé à la mise au point de conditions 
eǆpĠƌiŵeŶtales peƌŵettaŶt de pƌĠseƌǀeƌ la stƌuĐtuƌe ƋuateƌŶaiƌe des pƌotĠiŶes et d’Ġtudieƌ la 
topologie des complexes et leur dynamique de manière reproductible.  
La mise au point des conditions expérimentales commence par le tampon. Généralement, les 
tampons utilisés pour les purifications et les extractions de protéines ou de complexes non-covalents  
contiennent des sels non volatils (tampon phosphate, tris ou HEPES) qui ne sont pas compatibles 
aǀeĐ l’ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ. AiŶsi la pƌeŵiğƌe Ġtape, esseŶtielle pouƌ l’aŶalǇse de Đoŵpleǆes ŶoŶ-
ĐoǀaleŶts eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse, est l’ĠĐhaŶge du taŵpoŶ de puƌifiĐatioŶ loƌs d’uŶe étape de 
dessalage. Le nouveau tampon doit remplir deux conditions : ;ϭͿ ġtƌe Đoŵpatiďle aǀeĐ l’ioŶisatioŶ 
ĠleĐtƌospƌaǇ et ;ϮͿ peƌŵettƌe de pƌĠseƌǀeƌ l’iŶtĠgƌitĠ du Đoŵpleǆe ŶoŶ ĐoǀaleŶt. Ce soŶt les taŵpoŶs 
aŵŵoŶiuŵ ;aĐĠtate d’aŵŵoŶiuŵ, ĐaƌďoŶate d’aŵŵoŶiuŵ, tƌiĠthǇlaŵŵoŶiuŵͿ Ƌui soŶt les plus 
adaptĠs. Ils peƌŵetteŶt d’aǀoiƌ uŶ pH Đoŵpƌis eŶtƌe ϱ et ϴ,ϱ et leuƌ foƌĐe ioŶiƋue peut ġtƌe adaptĠe 
en fonction de la stabilité des complexes en faisant varier leur concentration entre 5 et 500 mM. 
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Un autre point crucial pour maintenir les édifices non-covalents lors du processus de désorption et 
d’ioŶisatioŶ des Đoŵpleǆes est le réglage des paramètres du spectromètre de masse qui contrôlent 
l’ĠŶeƌgie ĐoŵŵuŶiƋuĠe auǆ ioŶs loƌs du pƌeŵieƌ stade de poŵpage daŶs l’iŶstƌuŵeŶt. Cette ƌĠgioŶ 
de pression intermédiaire est appelée interface et correspond physiquement à la zone des premiers 
heǆapoles. Les paƌaŵğtƌes à optiŵiseƌ soŶt ;ϭͿ la pƌessioŶ de l’iŶteƌfaĐe Pi Ƌui affeĐte l’effiĐaĐitĠ des 
collisions et ;ϮͿ le ǀoltage d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ;VĐͿ eŶĐoƌe appelĠe teŶsioŶ ĐôŶe Ƌui ĐoŶtƌôle l’ĠŶeƌgie 
ĐiŶĠtiƋue doŶŶĠe auǆ ioŶs daŶs la souƌĐe de l’iŶstƌuŵeŶt [170]. Les paramètres Vc et Pi doivent être 
optimisés simultanément de manière à obtenir le meilleur compromis possible entre la désolvatation 
des ions, la transmission des ions de hauts m/z et la conservation des complexes non covalents. 
EŶfiŶ, l’Ġtude de Đoŵpleǆes ŶoŶ-covalents par spectrométrie de masse native requiert l’utilisatioŶ 
d’uŶ analyseur capable de mesurer avec une bonne résolution de hautes valeurs de ratio m/z. Les 
instruments temps-de-vol (TOF : Time-Of-Flight) et les analyseurs hybrides quadripolaire-TOF (Q-TOF) 
sont particulièrement bien adaptés pour les expériences de spectrométrie de masse native car ils 
comďiŶeŶt haute seŶsiďilitĠ, haute ƌĠsolutioŶ, ǀitesse d’aĐƋuisitioŶ et laƌge gaŵŵe de ŵasse 
(théoriquement illimitée) [171], [172]. 
Aujouƌd’hui la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷatiǀe ĐoŶstitue uŶ outil ƌoďuste Ƌui est de plus eŶ plus utilisĠ 
pouƌ l’Ġtude de Đoŵpleǆes ŶoŶ-covalents de différentes natures (protéine/protéine, protéine/ligand, 
protéine/métal, protéine/ARN, protéine/ADN, etc...).   
La speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷatiǀe Ŷe peƌŵet pas d’oďteŶiƌ d’iŶfoƌŵatioŶs dĠtaillĠes suƌ la stƌuĐtuƌe 
ŵolĠĐulaiƌe et atoŵiƋue des Đoŵpleǆes, ŵais a uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt d’aǀaŶtages par rapport aux 
techniques de biophysiques traditionnelles (RMN, calorimétrie de titration isotherme, 
cristallographie aux rayons X), telle que sa sensibilité (analyse de complexes protéiques disponibles 
en quantités picomolaires), sa rapidité, sa capacité à mesurer simultanément différentes espèces 
d’uŶ ŵĠlaŶge. Elle pƌĠseŶte ĠgaleŵeŶt l’aǀaŶtage de pouǀoiƌ suiǀƌe eŶ diƌeĐt des ĐhaŶgeŵeŶts 
ƌĠalisĠs eŶ solutioŶ ;ajout de ligaŶd, ajout de pƌotĠiŶeͿ. FiŶaleŵeŶt elle peƌŵet d’oďteŶiƌ des 
doŶŶĠes Đapitales daŶs l’Ġtude de Đoŵpleǆes à saǀoiƌ la stœĐhioŵĠtƌie des complexes, la spécificité 
des iŶteƌaĐtioŶs aiŶsi Ƌue les ǀaleuƌs des ĐoŶstaŶtes d’affiŶitĠ ƌelatiǀes [173].  
AiŶsi la teĐhŶiƋue de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷatiǀe est uŶ outil de Đhoiǆ pouƌ l’Ġtude in vitro de 
complexes protéiques purifiés. 
5. L’ĠĐhaŶge hǇdƌogğŶe/deutĠƌiuŵ ;HDXͿ 
L’ĠĐhaŶge hǇdƌogğŶe/deutĠƌiuŵ ĐouplĠ à la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse ;Hydrogen deuterium 
exchange-mass spectrometry HDX-MS) est devenu une technique clé pour le suivi des changements 
dynamiques de structure des protéines en solution. La possibilité de réaliser des échanges 
hydrogène/deutérium pour étudier la structure des protéines a été mise en évidence par Kaj Ulrik 
Linderstrøm-Lang daŶs les aŶŶĠes ϭϵϱϬ ŵais les pƌeŵieƌs ƌĠsultats d’Ġtude de pƌotĠiŶes paƌ HDX-MS 
Ŷ’oŶt ĠtĠ puďliĠs Ƌu’eŶ ϭϵϵϭ [174].  
Cette appƌoĐhe ƌepose suƌ le fait Ƌu’uŶe pƌotĠiŶe eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ de l’eau louƌde deutĠƌĠe ;D2O) va 
échanger ses atomes d’hydrogènes ĐoŶtƌe des deutĠƌiuŵs. L’ĠĐhaŶge hǇdƌogğŶe/deutĠƌiuŵ seƌa 
quasi-instantané pour les hydrogènes labiles, comme ceux des amines primaires par exemple. Les 
Introduction : MĠthodes d’Ġtude des iŶteƌactioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
 
 
- 66 - 
 
protons amides du sƋuelette pƌotĠiƋue oŶt, euǆ, des ĐiŶĠtiƋues d’ĠĐhaŶges plus lentes (de quelques 
minutes à quelques jours) qui varient en fonctions de la conformation et de la dynamique de la 
région de la protéine dans laquelle ils se trouvent. Ainsi, les hydrogènes des fonctions amides des 
régions désordonnées et en contact avec le solvant, c'est-à-dire ceux qui ne sont pas impliqués dans 
des liaisons hydrogènes stables, vont être échangés rapidement contre des deutériums. Par contre, 
ceux de zones bien repliées, associées entre elles de manière stable, vont être bien mieux protégés 
de ces échanges H/D. 
La plupart des expériences HDX-MS sont réalisées en conditions de marquage continu (continuous 
labelling strategy) pour lesquelles le niveau de deutération des protéines est fonction du temps 
d’eǆpositioŶ au D2O. L’oďjeĐtif de ces études est de détecter les modifications de structure induites 
par un stimulus externe telle Ƌu’uŶe ŵodifiĐatioŶ ĐhiŵiƋue ou la liaisoŶ d’uŶ ligaŶd. Au ďout de 
diffĠƌeŶts teŵps t ;gĠŶĠƌaleŵeŶt de ƋuelƋues ŵiŶutes à ƋuelƋues heuƌesͿ, l’ĠĐhaŶge H/D est stoppé 
par une acidification brutale du milieu (pH~2) et une baisse de la température (~0°C) afin de réduire 
l’ĠĐhaŶge iŶǀeƌse, c'est-à-diƌe le ƌeŵplaĐeŵeŶt d’uŶ deutĠƌiuŵ d’uŶe foŶĐtioŶ aŵide paƌ uŶ 
hydrogène. Ensuite, une protéase fonctionnelle en conditions acides telle que la pepsine est ajoutée 
afin de réaliser une protéolyse limitée. Les peptides obtenus sont dessalés et séparés en 
chromatographie en phase inverse et analysés en spectrométrie de masse. Même en conditions 
acides et à basse température il est diffiĐile d’Ġǀiteƌ totaleŵeŶt l’ĠĐhaŶge iŶǀeƌse. AiŶsi, il faut faiƌe 
en sorte que la digestion et la séparation chromatographique soient réalisées en un minimum de 
teŵps. La ƌĠalisatioŶ d’aŶalǇses de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse eŶ taŶdeŵ est ŶĠĐessaiƌe pour 
l’ideŶtifiĐatioŶ des peptides issus de la digestioŶ à la pepsiŶe Ƌui ƌĠalise des Đoupuƌes ŶoŶ 
spécifiques.  
Ensuite le taux de deutération pour les différents peptides est calculé aux différents temps t de 
l’eǆpĠƌieŶĐe seloŶ la foƌŵule suiǀaŶte:                                         
AǀeĐ ŵ;tͿ la ŵasse ŵoǇeŶŶe du peptide d’iŶtĠƌġt, ŵϭϬϬ et ŵϬ les ŵasses du peptide pouƌ des 
échantillons de référence respectivement complètement ou pas du tout marqués. 
Différentes alternatives à Đe pƌotoĐole iŶitial d’eǆpĠƌieŶĐe HDX-MS basée sur une approche bottom-
up ont rapidement été développées. Des expériences HDX-MS dites pulsées ont également été mises 
au point par Konermann et al. et sont utilisées pour détecter et caractériser des intermédiaires ayant 
uŶe duƌĠe de ǀie Đouƌte ;de l’oƌdƌe de la ŵsͿ.  
L’appƌoĐhe top-doǁŶ est eǆtƌġŵeŵeŶt pƌoŵetteuse daŶs le doŵaiŶe de l’HDX-MS [175] car elle 
peƌŵet de pallieƌ les pƌoďlğŵes d’ĠĐhaŶges iŶǀeƌses D H pouvant avoir lieu pendant la protéolyse 
Ƌui ĐoŶduiseŶt ŶotaŵŵeŶt à la peƌte d’iŶfoƌŵatioŶ suƌ les groupements amines N-terminaux qui 
subissent systématiquement cet échange.Concernant la méthode de fragmentation, il faut savoir que 
la technique CID peut présenter des biais en induisant des processus de « scrambling » qui viennent 
complètement modifieƌ l’eŵpƌeiŶte H/D gĠŶĠƌĠe. Il faut paƌ ĐoŶsĠƋueŶt utiliseƌ préférentiellement 
des teĐhŶiƋues d’ioŶisatioŶ ďasĠes suƌ les ĠleĐtƌoŶs telles Ƌue l’ECD et l’ETD Ƌui peƌŵettent de 
ĐoŶseƌǀeƌ l’iŶfoƌŵatioŶ. Ce tǇpe d’eǆpĠƌieŶĐe assoĐiaŶt l’ĠĐhange hydrogène-deutérium pulsé à la 
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spectrométrie de masse top-doǁŶ aǀeĐ fƌagŵeŶtatioŶ ETD a ĠtĠ ŵis eŶ œuǀƌe aǀeĐ suĐĐğs pouƌ 
l’Ġtude d’uŶe foƌŵe iŶteƌŵĠdiaiƌe de l’apoŵǇogloďiŶe eǆistaŶt loƌs de soŶ ƌeplieŵeŶt [176]. Les 
ĐalĐuls des tauǆ de deutĠƌatioŶ pouƌ les diffĠƌeŶtes paƌties de la pƌotĠiŶe oŶt peƌŵis d’oďteŶiƌ le 
graphique ci-dessous pour des pulses à différents temps et ainsi suivre le repliement de la protéine 
(Figure 21). 
AǀeĐ l’aƌƌiǀĠe de sǇstğŵes ƌoďotisĠs peƌŵettaŶt de ƌĠaliseƌ eŶ ligŶe toutes les Ġtapes de l’eǆpĠƌieŶĐe 
HDX-MS (en bottom-up ou en top-down), nous pouvons prévoir une augmentation future du nombre 
d’utilisateuƌs de la teĐhŶiƋue.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Graphiques donnant le taux de deutération de différents domaines de la protéine apo-
myoglobine pour une expérience d’HDX-MS pulsée couplée à la spectrométrie de masse top-down avec 
fƌagŵeŶtatioŶ ECD pouƌ des pulses ƌĠalisĠs à t = ϭϬ ŵs ;eŶ hautͿ et t = ϭ h ;eŶ ďasͿ apƌğs l’iŶduĐtioŶ du 
repliement (figure tirée de [176]). 
6. Le marquage par oxydation (OFP) 
Le marquage par oxydation couplé à la spectrométrie de masse (oxidative footprinting mass 
spectrometry OFP-MS) se rapproche beaucoup dans son principe de la technique HDX-MS. Il vise 
ĠgaleŵeŶt à l’Ġtude dǇŶaŵiƋue de la stƌuĐtuƌe tƌidiŵeŶsioŶŶelle de pƌotĠiŶes iŵpliƋuĠes ou ŶoŶ 
dans des interactions protéine-protéine, protéine-ligand et repose également sur le marquage de 
groupements différemment accessibles en fonctions des conditions. Dans ce cas le marquage se fait 
au moyen de radicaux hydroxyles OH˙. Ces radicaux peuvent être produits de différentes manières : 
par voie chimique avec la méthode de Fenton principalement [177], par photolyse de peroxyde ou 
paƌ ƌadiolǇse de l’eau. UŶe fois gĠŶĠƌĠs, Đes ƌadiĐauǆ ǀoŶt ƌapideŵeŶt ƌĠagiƌ aǀeĐ les ĐhaîŶes 
latérales des acides aminés situés à la surface des macromolécules. Lorsque la photolyse de 
peroxydes ou la radiolyse de l’eau soŶt ƌĠalisĠes aǀeĐ uŶ ƌaǇoŶŶeŵeŶt laseƌ ou sǇŶĐhƌotƌoŶ elles oŶt 
un avantage majeur sur la méthode chimique car elles permettent de produire des radicaux 
eǆtƌġŵeŵeŶt ƌapideŵeŶt et aiŶsi d’Ġtudieƌ la dǇŶaŵiƋue des pƌotĠiŶes. EŶ effet, eŶ ƋuelƋues 
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seĐoŶdes uŶ Ŷoŵďƌe suffisaŶt d’oǆǇdatioŶs ǀa pouǀoiƌ ġtƌe ƌĠalisĠ, oǆǇdatioŶs qui seront ensuite 
détectées et quantifiées en spectrométrie de masse [178]. 
 Approches de protéomique différentielle quantitative pour III.
l’Ġtude des ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs  
Aujouƌd’hui la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse est uŶe teĐhŶiƋue deǀeŶue iŶĐoŶtouƌŶaďle daŶs le 
domaine de l’Ġtude des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine. Elle occupe une place de choix à toutes les 
Ġtapes de Đes Ġtudes, Đ’est à diƌe de la dĠĐouǀeƌte de Ŷouǀeauǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs à la 
caractérisation complète de ces inteƌaĐtioŶs ;zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ, stœĐhioŵĠtƌie, ĐoŶstaŶte 
d’assoĐiatioŶ etĐ…Ϳ Đoŵŵe Ŷous aǀoŶs pu le ǀoiƌ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. 
Au delà de l’ideŶtifiĐatioŶ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt, les Ġtudes  
d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine par spectrométrie de masse passent de plus en plus par des 
expériences de protéomique différentielle globale. 
Les expériences de protéomique quantitative différentielle consistent à comparer les niveaux 
d’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes ou la Ŷatuƌe et les Ŷiǀeauǆ des ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles de ces 
protéines dans des populations de cellules différentes ou ayant subi des traitements distincts. La 
stratégie la plus fréquemment utilisée est qualifiée de « shotgun » (cf. chapitre 2 partie I.3.b) et 
consiste à identifier et à quantifier le plus grand nombre de protéines possible par une approche 
bottom-up de manière à avoir une couverture importante du protéome. 
Utilisées au départ majoritairement pour mettre en évidence des biomarqueurs de pathologie, ces 
expériences de protéomique quantitatives diffĠƌeŶtielles peuǀeŶt, gƌâĐe à l’iŶtĠgƌatioŶ des doŶŶĠes 
d’iŶteƌaĐtioŶ daŶs des ďases, peƌŵettƌe de ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŵŵeŶt des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
transmettent un signal et quels modules fonctionnels pourraient ainsi être visés pour contrer les 
dysfonctionnements observés dans de nombreuses pathologies. 
Nous allons voir dans cette partie quelles sont les méthodes les plus utilisées en protéomique 
quantitative différentielle et dans quelle mesure elles peuvent compléter les études ciblées 
d’iŶteƌaĐtions protéine-protéine.  
1. Présentation des principales méthodes de quantification en 
protéomique différentielle   
Les premières méthodes quantitatives de spectrométrie de masse mises au point reposent sur  
l’utilisatioŶ de ŵaƌƋuage isotopiƋue et oŶt ĠtĠ ĐoŶçues au départ pour de la quantification absolue 
[179]. Les ŵĠthodes de ƋuaŶtifiĐatioŶ utilisĠes ŵajoƌitaiƌeŵeŶt aujouƌd’hui soŶt des ŵĠthodes de 
quantification relative et ont été développées au cours des vingt dernières années. Beaucoup 
s’appuieŶt suƌ l’utilisatioŶ d’isotopes stables même si actuellement les stratégies de quantification 
sans marquage qualifiées de « label-free » connaissent de plus en plus de succès.  
 Marquage métabolique : a.
L’utilisatioŶ du ŵaƌƋuage paƌ des isotopes staďles pouƌ la Ƌuantification de peptides ou des 
protéines repose sur le fait que les propriétés physico-chimique des peptides naturels et marqués 
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isotopiƋueŵeŶt, Ǉ Đoŵpƌis leuƌ ĐoŵpoƌteŵeŶt loƌs d’uŶe aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse, soŶt 
très similaires voire identiques. AiŶsi la ƋuaŶtifiĐatioŶ ƌelatiǀe d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ paƌ ƌappoƌt à uŶ autƌe 
peut être réalisée en comparant le signal MS des peptides marqués ou non. Dans le cas du marquage 
métabolique, les isotopes stables sont introduits dans chaque protéine au cours de la croissance 
Đellulaiƌe, Đe Ƌui peƌŵet d’aǀoiƌ uŶ staŶdaƌd ŵaƌƋuĠ de ĐhaƋue pƌotĠiŶe d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ d’iŶtĠƌġt. 
Cela ĐoƌƌespoŶd ĠgaleŵeŶt à l’Ġtape de ŵaƌƋuage la plus eŶ aŵoŶt daŶs uŶ pƌotoĐole d’eǆpĠƌieŶĐe 
de pƌotĠoŵiƋue, peƌŵettaŶt aiŶsi d’aǀoiƌ uŶe grande précision et justesse dans la quantification en 
liŵitaŶt les eƌƌeuƌs sǇstĠŵatiƋues liĠes à la ŵaŶipulatioŶ d’ĠĐhaŶtilloŶ daŶs la suite du pƌotoĐole (cf. 
Figure 22). 
 
Figure 22: Schéma des protocoles de spectrométrie de masse quantitative indiquant à quelle étape les deux 
ĐoŶditioŶs d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe soŶt ƌasseŵďlĠes et doŶĐ à Ƌuel Ŷiǀeau l’iŶtƌoduĐtioŶ d’erreurs systématiques 
dans la quantification liĠes à la ŵaŶipulatioŶ d’ĠĐhaŶtilloŶ est arrêtée. Les rectangles bleus et jaunes 
correspondent aux deux conditions expérimentales à comparer. Les rectangles blancs délimités par des 
pointillés représentent les étapes au cours desquelles des variations expérimentales sont susceptibles 
d’iŶtƌoduiƌe des eƌƌeurs dans la quantification. (Figure adaptée de [180]) 
IŶtƌoduit il Ǉ a dĠjà uŶe dizaiŶe d’aŶŶĠe paƌ OŶg et al. [95], la méthode de marquage métabolique la 
plus populaire est nommée méthode SILAC pour Stable Isotope Labelling with Amino acids in Cell 
culture. Dans les expériences de SILAC classique les acides aminés lysine et arginine naturels des 
milieux de culture sont remplacés par des acides aminés lysine et arginine marqués 13C et 15N de 
façon à ce que tous les peptides obtenus après digestion trypsique contiennent au moins un acide 
aminé marqué. Le sĐhĠŵa d’uŶe pƌocédure de SILAC classique est présenté Figure 23. 
La quantification relative est réalisée en comparant les intensités des massifs isotopiques des 
peptides marqués et des peptides non marqués correspondant, visibles dans le spectre de masse.  
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Figure 23 : Exemple de protocole pouvant être utilisé pour réaliser la quantification relative de protéines par 
la technique SILAC. 
Il est possible de combiner plus de deux échantillons dans une même analyse. Cependant le 
ƌĠpeƌtoiƌe d’aĐides aŵiŶĠs ŵaƌƋuĠs ƌestaŶt eŶĐoƌe liŵitĠs, uŶ ŵaǆiŵuŵ de tƌois ĠĐhaŶtilloŶs sont 
classiquement comparés (par exemple Arg, Lys ; 13C6 Arg 
13C6 Lys ;  
13C6 
15N4 Arg, 
13C6 
15N2 Lys). 
Relativement récemment une approche faisant appel aux cellules marquées SILAC a été développée 
pour la quantification de protéines dans les tissus. Dans cette approche appelée super-SILAC, un 
mélange de différentes lignées cellulaires marquées SILAC est utilisé comme standard interne pour la 
quantification des protéines dans les tissus [181], [182]. 
 Marquage chimique des protéines et des peptides b.
Une des plus anciennes techniques de protéomique quantitative, encore largement utilisée 
aujouƌd’hui, est l’ĠleĐtƌophoƌğse suƌ gel différentielle ou Differential Gel Electrophoresis (DiGE). Cette 
technique introduite en 1997 par Unlü M. et al. [183] repose sur le marquage chimique 
d’ĠĐhaŶtilloŶs de pƌotĠiŶes ĐoƌƌespoŶdaŶt à des ĐoŶditioŶs diffĠƌeŶtes paƌ des fluoƌophoƌes 
distincts. Les premiers fluorophores à avoir été développés sont des cyanines notées Cy2, Cy3 et Cy5 
qui ciblent les résidus lysine. Ils ont des états de charge similaires, des poids moléculaires proches 
mais des propriétés spectrales absorption-émission suffisamment différentes pour les discriminer en 
utilisant des filtres optiques. Après marquage, les protéines des différentes conditions sont 
mélangées et subisseŶt eŶseŵďle uŶe ŵigƌatioŶ suƌ gel d’ĠleĐtƌophoƌğse ϮD. EŶsuite, eŶ sĐaŶŶaŶt le 
gel ϮD oďteŶu auǆ loŶgueuƌs d’oŶdes d’eǆĐitatioŶ des diffĠƌeŶts fluoƌophoƌes, il est possiďle 
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d’ideŶtifieƌ des ǀaƌiatioŶs d’eǆpƌessioŶ des protéines. La Figure 24 est uŶ eǆeŵple d’iŵage de gel ϮD 
DiGE résultat de la superposition des images obtenues pour deux échantillons marqués avec des 
fluorophores verts et rouges.   
 
Figure 24 : Image d'un gel 2D réalisée avec la technique DiGE. L'échantillon contrôle est en vert et l'échantillon 
traité est en rouge. La couleur jaune correspond à la superposition de fluorophores rouges et verts. (Image 
tirée du site http://www.appliedbiomics.com)  
Parmi les techniques de marquage chimique les plus populaires actuellement se trouvent la 
technique dite TMTs pour tandem mass tags et la technique iTRAQ pour isobaric tags for absolute 
and relative quantification qui toutes deux ciblent les résidus lysines et font appel à des étiquettes 
isobariques [184], [185]. Ces réactifs sont construits de manière à ce que les peptides porteurs 
d’ĠtiƋuettes aieŶt tous la ŵġŵe ŵasse ;isoďaƌiƋueͿ ŵais Ƌu’ils puisseŶt ġtƌe distiŶguĠs suite à leuƌ 
fragmentation dans un spectromètre de masse grâce à un ion rapporteur (reporter ion) visible dans la 
région des basses masses (zone du spectre dans laquelle aucun autre signal ne vient interférer) des 
spectres MS/MS obtenus. 
La comparaison de la quantité des peptides/protéines issus des différents échantillons est réalisée en 
ĐoŵpaƌaŶt l’iŶteŶsitĠ ƌelatiǀe des ioŶs ƌappoƌteuƌs. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à d’autres techniques de 
ŵaƌƋuage, l’utilisatioŶ d’ĠtiƋuettes isoďaƌiƋues est ďieŶ adaptĠe auǆ aŶalǇses ŵultipleǆĠes de 
différents échantillons biologiques car (1) les réactifs sont disponibles dans 8 versions différentes, (2) 
la complexité de la séparation chromatogƌaphiƋue Ŷ’est pas augŵentée du fait de la co-élution des 
différents peptides marqués et (3) la complexité des spectres de masse Ŷ’est pas augŵeŶtĠe Đaƌ les 
peptides sont isobariques.  
En plus des méthodes de marquage chimiques par des étiquettes isobariques, deux autres méthodes 
de ŵaƌƋuage ĐhiŵiƋue ŵĠƌiteŶt d’ġtƌe ŵeŶtioŶŶĠes iĐi. 
La première est le marquage mTRAQ (Mass differential Tags for Relative and Absolute Quantification) 
qui utilise la même chimie que le marquage iTRAQ mais qui consiste à ajouter des étiquettes aux 
peptides de façoŶ à Đe Ƌu’ils puisseŶt ġtƌe distiŶguĠs eŶ M“ et pas seuleŵeŶt eŶ M“/M“ [186]. Un 
article de revue indique cependant que le marquage iTRAQ est meilleur que le marquage mTRAQ 
pour la quantification globale, à grande échelle des protéines et des phosphopeptides [187]. 
Introduction : MĠthodes d’Ġtude des iŶteƌactioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
 
 
- 72 - 
 
La seconde méthode est le marquage par diméthylation qui offre une alternative pour le marquage 
chimique de digests de protéines [188]. De la même façon que pour les méthodes précédentes, 
toutes les amines primaires (en N-terminal et sur la chaîne latérale des lysines) sont marquées. 
Le marquage par diméthylation peut être réalisé avec du formaldéhyde contenant un ou deux 
atomes de deutérium et éventuellement également un 13C (CH20, CD20, 
13CD2O) en présence de 
NaBH4 deutéré ou non. Il permet donc de comparer  jusƋu’à  trois conditions en parallèle [189].   
Le marquage par diméthylation présente de nombreux avantages : 
1) Les réactifs nécessaires sont très peu coûteux. 
2) Le marquage peut être réalisé aussi bien en solution que sur colonne de chromatographie en 
phase inverse (ou sur SPE). 
3) Des quantités allant de quelques microgrammes à des milligrammes peuvent être marquées 
en suivant un même protocole.  
Un inconvénient cependant est que les deutériums utilisés dans les étiquettes peuvent induire une 
légère modification du temps de rétention des composés lors de la LC-MS/MS dans la mesure où ils 
présentent une affinité légèrement différente pour la phase stationnaire. La réussite de ce type 
d’eǆpĠƌieŶĐes ƌeposaŶt suƌ uŶ ŵaƌƋuage ĐhiŵiƋue iŵpliƋue, ďieŶ eŶteŶdu, d’aǀoiƌ des ƌeŶdeŵeŶts 
très élevés.  
 Quantification en « label-free » c.
La quantification par une méthode de « label-free » se fait, comme son nom le suggère, sans avoir 
recours à un marquage préalable des peptides ou des protéines. 
Cette méthode de quantification des protéines qui connaît une expansion relativement rapide dans 
le domaine de la protéomique se fait essentiellement de deux manières : (1) en utilisant directement 
l’iŶteŶsitĠ du sigŶal liĠ auǆ peptides tƌǇpsiƋues d’uŶe pƌotĠiŶe doŶŶĠe ou ;ϮͿ eŶ dĠduisaŶt la 
quantité de protéines de manière indirecte en se basant sur le nombre de peptide-to-spectrum 
matches (PSMs) aussi appelé spectrum count qui correspond au nombre de spectres MS/MS réalisés 
suƌ les peptides tƌǇpsiƋues de Đette pƌotĠiŶe et aǇaŶt ĐoŶduit à l’ideŶtifiĐatioŶ de Đette dernière.  
Les approches de quantification en label-fƌee ďasĠes suƌ l’iŶteŶsitĠ du sigŶal M“ des peptides passeŶt 
paƌ la pƌoduĐtioŶ d’uŶ Đhƌoŵatogƌaŵŵe d’ioŶ eǆtƌait ;XIC pouƌ eXtracted Ion Chromatogram) qui va 
permettre de ĐoŶŶaîtƌe la ĐoŶtƌiďutioŶ d’uŶ ioŶ et doŶĐ d’uŶ peptide doŶŶĠ au sigŶal M“ total. 
Bondarenko et al. ont ŵoŶtƌĠ Ƌu’il Ǉ avait une excellente linéarité sur quatre ordres de grandeur 
eŶtƌe l’iŶteŶsitĠ du sigŶal dû à uŶ peptide et sa ĐoŶĐeŶtƌatioŶ [190]. Des opĠƌatioŶs d’aligŶeŵeŶt des 
signaux LC-M“/M“ et la ŶoƌŵalisatioŶ de l’iŶteŶsitĠ des piĐs soŶt cependant généralement 
nécessaires pour assurer une bonne quantification. 
Les approches de Đoŵptage speĐtƌal soŶt ďasĠes suƌ l’oďseƌǀatioŶ Ƌue le Ŷoŵďƌe de P“Ms, le 
nombre de peptides identifiés et la couverture de séquence obtenue pour une protéine donnée dans 
une expérience de LC-MS/MS sont corrélés avec la quantité de cette protéine. La quantification 
ƌelatiǀe de l’aďoŶdaŶĐe de pƌotĠiŶes daŶs diffĠƌeŶts ĠĐhaŶtilloŶs est ƌĠalisĠe diƌeĐteŵeŶt eŶ se 
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basant sur le nombre de PSMs obtenus pour chaque protéine identifiée, information qui est 
généralement donnée dans les tableaux de résultats des moteurs de recherches en banque de 
doŶŶĠes. CepeŶdaŶt, il faut ġtƌe ĐoŶsĐieŶt Ƌue Đe tǇpe d’appƌoĐhe dĠpeŶd des paƌaŵğtƌes 
eǆpĠƌiŵeŶtauǆ tels Ƌue les Đƌitğƌes d’eǆĐlusioŶ dǇŶaŵiƋue des ioŶs pƌĠĐuƌseuƌs, la laƌgeuƌ des piĐs 
chromatographiques et la vitesse de scan du spectromètre de masse. Dans la mesure où en 
quantification label-free tous les échantillons à comparer sont analysés séparément, il faut veiller à 
ce que les ĐoŶditioŶs d’aŶalǇses LC-MS/MS soient stables et comparables pour tous ces échantillons 
(Reproductibilité des profils chromatographiques, stabilitĠ de la souƌĐe d’ioŶisatioŶ et de la 
détection). Il faut donc un système extrêmement robuste pour garantir des résultats fiables. 
2. IŶtĠƌġt pouƌ les Ġtudes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine 
De nombreux projets ont permis de couvrir une part importante des protéomes et des PTMs chez 
diffĠƌeŶts oƌgaŶisŵes aiŶsi Ƌue de ŵesuƌeƌ des ĐhaŶgeŵeŶts daŶs l’abondance de ces protéines et 
de leurs PTMs [191], [192]. 
Dans la plupart de ces études de protéomique quantitative différentielle, le résultat principal est une 
liste de pƌotĠiŶes doŶt le Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ a ĠtĠ ŵodulĠ ou uŶe liste de peptides Ƌui oŶt ĠtĠ 
modifiés. Ensuite, typiquement quelques éléments de ces listes sont étudiés par des approches 
classiques de biochimie ou de biologie moléculaire. Cette stratégie peut donner des résultats 
iŶtĠƌessaŶts ŵais Ŷ’est pas ǀƌaiŵeŶt satisfaisaŶte daŶs la ŵesuƌe où la plupaƌt des iŶformations 
collectées ne sont pas utilisées. Une stratégie alternative existe néanmoins. Elle consiste à confronter 
les listes de pƌotĠiŶes gĠŶĠƌĠes à des ďases de doŶŶĠes de ǀoies de sigŶalisatioŶ ou d’iŶteƌaĐtioŶs 
protéine-protéine et à les soumettre à des outils d’eŶƌiĐhisseŵeŶts de teƌŵes de gene ontology. 
D’apƌğs le site du GeŶe OŶtologǇ CoŶsoƌptiuŵ ;http://ǁǁǁ.geŶeoŶtologǇ.oƌgͿ, le terme de Gene 
ontology fait référence à la nomenclature mise au point dans le cadre du Gene Ontology Project. Ce 
projet a été développé par les responsables de trois bases de données (Flybase, Saccharomyces 
Genome database et Mouse Genome Database) de manière à donner des descriptions constantes 
auǆ pƌoduits de l’eǆpƌessioŶ de ŵġŵes gğŶes eǆistaŶts daŶs diffĠƌeŶtes ďases de données. Ils ont 
pour cela élaboré trois classes de vocabulaires contrôlés (ontologies) qui décrivent les produits des 
gènes en fonction (1) des processus biologiques, (2) du compartiment cellulaires et (3) de la fonction 
moléculaire dans lesquels ils sont tƌouǀĠs ou iŵpliƋuĠs, et Đela iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de l’espğĐe.   
 DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery [193], [194] et STRING 
Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins [195], [196] sont deux exemples très utiles 
de logiciels gratuits avec une interface web qui permettent de soumettre des listes de protéines et 
de les confronter aǀeĐ diffĠƌeŶtes ďases de doŶŶĠes. L’oďjeĐtif de Đes aŶalǇses est ;ϭͿ de ƌelieƌ le 
contenu de la liste de protéines obtenues aux connaissances existantes sur les fonctions et les voies 
de signalisations dans lesquelles sont impliquées ces protéines ou de (2) ǀisualiseƌ l’eŶseŵďle des 
pƌotĠiŶes sous la foƌŵe d’uŶ ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶ.  
Ces ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs de pƌotĠiŶes se plaĐeŶt eŶtƌe le gĠŶotǇpe et le phĠŶotǇpe (cf. Figure 25). 
En effet, on peut considérer que la structure et la topologie de Đes ƌĠseauǆ soŶt l’eǆpƌessioŶ de 
l’iŶfoƌŵatioŶ gĠŶĠtiƋue, Ƌu’ils soŶt ŵodulĠs de façoŶ dǇŶaŵiƋue à diffĠƌeŶtes ĠĐhelles de teŵps paƌ 
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des perturbations externes (ex : facteurs environnementaux) ou internes (ex : altérations génétiques) 
et Ƌue l’eŶseŵďle des pƌopƌiĠtĠs du ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶ dĠteƌŵiŶe le phĠŶotǇpe [197]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25: Schéma du concept de biologie en réseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs ;Netǁoƌk ďiologǇͿ. Les réseaux 
d’iŶteƌaĐtioŶs de pƌotĠiŶes ĐoŶstitueŶt uŶ Ŷiǀeau iŶteƌŵĠdiaiƌe eŶtƌe le gĠŶotǇpe et le phĠŶotǇpe et les 
perturbations appliquées à Đe ƌĠseau soŶt à l’oƌigiŶe des ǀaƌiatioŶs du phĠŶotǇpe ;Figuƌe tirée de [197]). 
Ainsi avec les approches de protéomique différentielle quantitative, on ne va pas directement 
sonder les interactions protéine-protéine mais plutôt essayer de déduire des informations sur les 
ƌelatioŶs eǆistaŶt eŶtƌe les pƌotĠiŶes suƌ la ďase de ŵodifiĐatioŶs oďseƌǀĠes suite à l’appliĐatioŶ 
d’uŶe peƌtuƌďatioŶ du sǇstğŵe.  
 CoŵplĠŵeŶtaƌitĠ des diffĠƌeŶts outils d’Ġtude des IV.
interactions protéine-protéine  
Un tableau ƌĠĐapitulatif plutôt Ƌu’uŶ loŶg disĐouƌs : Đ’est Đette optioŶ Ƌue j’ai Đhoisie pouƌ Đette 
partie (cf. Tableau 4).  
Il faut gaƌdeƌ à l’espƌit Ƌu’il est foŶdaŵeŶtal de ďieŶ ĐoŵpƌeŶdƌe les liŵites des diffĠƌeŶtes 
techniques et la nécessitĠ d’adapteƌ les ĐoŶditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales eŶ foŶĐtioŶs de la pƌoďlĠŵatiƋue. 
Dans tous les cas il faudra, bien entendu, savoir préparer les échantillons de manière adéquate, 
prévoir des expériences contrôles adaptées et garder un esprit critique sur les résultats! 
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Tableau 4 : Avantages et inconvénients des différentes techniques d'étude des interactions protéine-
protéine. 
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Dans la mesure où les expériences de protéomique différentielle ne permettent pas directement de 
sonder des interactions protéine-pƌotĠiŶe, j’ai fait le Đhoiǆ de ne pas les intégrer au tableau. 
Malgré cela, les expériences de protéomique différentielle sont tout à fait complémentaires des 
expériences ciblées et ce sont les allers-retours constants entre ces différentes approches qui 
permettent in fine uŶe ŵeilleuƌe ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes ŵolĠĐulaiƌes à l’oƌigiŶe d’uŶ 
changement de phénotype. 
 Perspectives : Vers une étude dynamique possible des V.
interactions protéine-protéine, exemple de la technique AP-
SWATH 
Les complexes moléculaires responsables de fonctions transitoires telles Ƌue la tƌaŶsŵissioŶ d’uŶ 
sigŶal soŶt sujets à de fƌĠƋueŶts ƌeŵaŶieŵeŶts. JusƋu’à pƌĠseŶt la plupaƌt des Ġtudes ƌĠalisĠes suƌ la 
composition des complexes pƌĠseŶteŶt uŶe ǀue figĠe du sǇstğŵe. AfiŶ d’aĐƋuĠƌiƌ uŶe ŵeilleuƌe 
compréhension des processus biologiques qui sont dynamiques par nature, il est essentiel de 
développer des méthodes capables de quantifier les changements du système au cours du temps. 
C’est daŶs Đet oďjeĐtif de ƋuaŶtifieƌ les ĐhaŶgeŵeŶts dǇŶaŵiƋues des ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs de 
pƌotĠiŶes Ƌu’a ĠtĠ dĠǀeloppĠ l’outil AP-SWATH (Affinity Purification combined with Sequential 
Window Acquisition of all THeoritical spectra). 
Cette technique AP-SWATH a été introduite peu de temps après la mise au point de la stratégie 
“WATH Ƌui ƌepose suƌ la ƌĠalisatioŶ de ĐǇĐles d’aŶalǇse sǇstĠŵatiƋue de tous les ioŶs ;Data 
independant Acquisition DIA) sur des gammes de masses successives larges de quelques dizaines de 
m/z [198]. L’aǀaŶtage ŵaƌƋuaŶt est l’ideŶtifiĐatioŶ de pƌotĠiŶes/peptides ŵiŶoƌitaiƌes Ƌui daŶs les 
techniques plus classiques (DDA) ne seraient pas fragmentés et donc pas identifiés. La technique AP-
SWATH a été utilisée par Collins B.C et al. pouƌ Ġtudieƌ la dǇŶaŵiƋue de l’iŶteƌaĐtoŵe de la pƌotĠiŶe 
14-3-ϯβ apƌğs uŶe aĐtiǀatioŶ  aǀeĐ l’IGFϭ ;insulin growth factor 1)  de la voie de signalisation insuline-
PI3K-AKT. Les Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ de pƌğs de ϮϬϬϬ pƌotĠiŶes doŶt uŶe ĐeŶtaiŶe de paƌtenaires de la 
protéine 14-3-ϯβ ont été suivis après 1, 10, ϯϬ et ϭϬϬ ŵiŶ de tƌaiteŵeŶt et oŶt peƌŵis d’oďteŶiƌ des 
informatioŶs suƌ la ƌĠoƌgaŶisatioŶ dǇŶaŵiƋue de l’iŶteƌaĐtoŵe de la protéine 14-3-ϯβ suite à Đette 
perturbation [199]. 
Dans le même temps, Lambert et al.ont suivi les modifications induites par le traitement avec un 
inhibiteur de l’H“PϵϬ suƌ l’iŶteƌaĐtoŵe de CDKϰ ;ĐǇĐliŶ depeŶdeŶt kiŶaseͿ [200]. Ils ont également 
pƌoposĠ uŶe pƌoĐĠduƌe d’Ġtude de ĐhaŶgeŵeŶts des iŶteƌaĐtoŵes pouǀaŶt ġtƌe gĠŶĠƌalisĠe à 
l’eŶseŵďle des Ġtudes eŶ ďiologie des systèmes. 
AiŶsi Ŷous pouǀoŶs faĐileŵeŶt iŵagiŶeƌ Ƌu’aǀeĐ le dĠǀeloppeŵeŶt ƌapide de l’iŶstƌuŵeŶtatioŶ eŶ 
spectrométrie de masse et des ressources bio-iŶfoƌŵatiƋues assoĐiĠes, Đe tǇpe d’appƌoĐhe pouƌƌa 
devenir un « grand classique » paƌŵi les ŵĠthodes d’Ġtude d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine.  
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Conclusion du chapitre  
Ainsi cette partie, qui peut être considérée comme un inventaire, non-exhaustif bien sûr, de la 
« boîte à outils » du chercheur allant à la « pêche » auǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiƋues, vise 
également à mettre en avant les avantages et les inconvénients des différentes techniques et à voir 
dans quelle mesure elles sont complémentaires.  
C’est daŶs Đette ďoîte à outils Ƌue Ŷous soŵŵes ǀeŶus pioĐheƌ pouƌ Ġtudieƌ l’effet oďseƌǀĠ du 
peptide vecteur (R/W)9 sur les cellules tumorales EF. Parmi les méthodes décrites, certaines avaient 
dĠjà ĠtĠ utilisĠes pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’iŶteƌaĐtioŶ du peptide ;R/WͿ9 aǀeĐ l’aĐtiŶe : Đ’est le Đas le l’ITC, 
de la RMN ou encore du cross-linking chimique.  Nous avoŶs fait le Đhoiǆ d’uŶe appƌoĐhe saŶs a priori 
pour la recherche de partenaires du peptide et avons donc été amené à croiser les informations 
obtenues par différentes méthodes : la purification par affinité couplée à la spectrométrie de masse, 
le photocross-linking ou encore une approche de protéomique différentielle globale basée sur la 
technique de quantification SILAC (Stable Isotope Labeling in Cell culture). Par conséquent avant de 
ƌeŶtƌeƌ daŶs le ǀif de Ŷotƌe sujet, il ŵ’a seŵďlĠ utile de ƌefaiƌe le point sur les méthodes choisies 
pour étudier les interactions protéine-protéine mais aussi sur celles que nous aurions pu choisir 
et/ou que nous utiliserons peut-ġtƌe à l’aǀeŶiƌ. 
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Chapitre 3 : Les peptides vecteurs 
 Présentation  générale des peptides vecteurs :  I.
1. Découverte des CPPs 
C’est à la fiŶ des aŶŶĠes ϭϵϴϬ, Ƌu’a ĠtĠ ƌepoƌtĠe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois la ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ 
d’uŶe pƌotĠiŶe daŶs les Đellules ĐoŶtƌedisaŶt l’idĠe Ġtaďlie Ƌue la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue ĐoŶstituait 
une frontière infranchissable pour les molécules hydrophiles. En effet, en 1988, il a été démontré par 
deux équipes en parallèle que la protéine Trans-Activatrice de la Transcription (Tat) du virus HIV était 
Đapaďle de ƌeŶtƌeƌ effiĐaĐeŵeŶt daŶs des Đellules eŶ Đultuƌe et d’iŶduiƌe l’eǆpƌessioŶ d’uŶ gğŶe ǀiƌal 
[201], [202]. Plus tard, il a été montré que sur les 86 acides aminés que compte la protéine Tat, seul 
le domaine allant des résidus 48 à 60 (séquence CGRKKRRQRRRPPQC) et contenant une majorité 
d’aĐides aŵiŶĠs ďasiƋues Ġtait ŶĠĐessaiƌe à l’iŶteƌŶalisatioŶ et à la tƌaŶsloĐatioŶ daŶs le ŶoǇau [203]. 
Le peptide correspondant à cette région de la protéine Tat et responsable de son internalisation a 
été nommé peptide Tat.  
D’autƌe paƌt, il a ĠtĠ dĠĐouǀeƌt Ƌue la sĠƋueŶĐe de ϲϬ aŵiŶĠs ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’hoŵĠodoŵaiŶe 
AŶteŶŶapĠdia de la dƌosophile Ġtait ĠgaleŵeŶt Đapaďle d’entrer dans des cellules, dans ce cas, il 
s’agissait de neurones [204]. De la ŵġŵe façoŶ Ƌue pouƌ la pƌotĠiŶe Tat, la ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ 
de l’hoŵĠodoŵaiŶe a pu ġtƌe attƌiďuĠe à uŶe ƌĠgioŶ ďieŶ dĠteƌŵiŶée comprenant les résidus 43 à 58  
et ĐoƌƌespoŶdaŶt à la tƌoisiğŵe hĠliĐe de l’hoŵĠodoŵaiŶe [205]. Ce peptide de 16 résidus de 
séquence ERQIKVFQNRRMKWKK a été nommé Pénétratine. 
Depuis d’autƌes peptides Đapaďles d’eŶtƌeƌ spoŶtaŶĠŵeŶt daŶs les Đellules oŶt ĠtĠ dĠĐouǀeƌts ou ŵis 
au point de manière rationnelle : ils sont qualifiés de peptides vecteurs ou de CPPs pour Cell 
Penetrating Peptides.  
2. Les caractéristiques des CPPs et leur classification 
De manière générale, les CPPs sont de courtes séquences peptidiques (moins de 30 acides aminés) 
Đapaďles d’eŶtƌeƌ daŶs tous les tǇpes Đellulaiƌes aǀeĐ uŶe toǆiĐitĠ tƌğs limitée via des mécanismes 
dépendants ou indépendants de l’ATP et saŶs aǀoiƌ ƌeĐouƌs à uŶ ƌĠĐepteuƌ spĠĐifiƋue. BeauĐoup de 
CPPs sont nettement chargés positivement du fait de la présence dans leur séquence de plusieurs 
aĐides aŵiŶĠs ďasiƋues ;aƌgiŶiŶe et/ou lǇsiŶeͿ. CepeŶdaŶt, la pƌĠseŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs aĐides Ŷ’est 
pas ƌĠdhiďitoiƌe taŶt Ƌue le Ŷoŵďƌe de Đhaƌges ŶĠgatiǀes ƌeste ďieŶ iŶfĠƌieuƌ au Ŷoŵďƌe d’aĐides 
aminés basiques comme dans le cas du peptide VT5 [206]. Souvent les acides aminés basiques 
alternent avec des résidus hydrophobes comme le tryptophane. Cela confère aux CPPs ;à l’eǆĐeptioŶ 
des CPPs polycationiques purs comme R9 composé de 9 résidus arginine) un caractère 
amphipathique et les conduits à se structurer en hélice amphiphile avec une face concentrant les 
résidus chargés et une face plus hydrophobe (cf. Figure 26). 
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Figure 26 : Roue d’EdŵuŶsoŶ : pƌojeĐtioŶ sous foƌŵe d’hĠliĐe alpha foƌŵĠe de la sĠƋueŶĐe ;R/WͿ9. Les 
résidus hydrophobes sont en vert tandis que les résidus hydrophiles sont en bleu 
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi). 
Les CPPs sont généralement classés dans trois groupes en fonction de leur origine (cf. Tableau 5). Le 
premier groupe rassemble les séquences peptidiques directement issues de protéines. Les CPPs de 
ce premier groupe sont ainsi également appelés Protein Transduction Domain (PTD). Le deuxième 
groupe correspond aux peptides chimériques mis au point en associant des séquences pénétrantes 
naturelles. Enfin, le troisième groupe est celui des peptides synthétiques conçus de manière 
rationnelle suite aux observations réalisées sur les CPPs de séquences naturelles.    
Tableau 5 : Origines et séquences des CPPs les plus étudiés (adapté de [207])  
  
 
 
 
Classe Peptide Origine Séquence Référence 
Dérivés de 
protéines 
Pénétratine Antennapedia (43-58) RQIKIWFQNRRMKWKK [205] 
Peptide Tat Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQ [203] 
pVEC Cadherin (615-632) LLIILRRRIRKQAHAHSK [208] 
Chimériques 
Transportan Galanine/Mastoporan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL [209] 
MPG 
HIV-gp41/SV40T-
antigen GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV [210] 
Pep-1 
HIV-reverse 
transcriptase/ SV-40 
T-antigen KETWWETWWTEWSQPKKKRKV [211] 
Synthétiques 
Polyarginines Inspirés de Tat (R)n ; 6 < n < 12 
[212], 
[213] 
MAP de novo KLALKLALKALKAALKLA [214] 
(R/W)9 
Inspiré de la 
Pénétratine RRWWRRWRR [215] 
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 MĠĐaŶisŵe d’iŶteƌŶalisatioŶ et outils d’Ġtudes II.
La question des mécanismes utilisés par les CPPs pour entrer dans les cellules, posée depuis leur 
découverte il y a maintenant plus de deux décennies, fait eŶĐoƌe aujouƌd’hui l’oďjet de Ŷoŵďƌeuǆ 
débats. 
Les premières études réalisées avec la Pénétratine, le peptide Tat et R9 ont conclu à une 
internalisation par translocation directe Đ’est à dire par une perturbation physique de la membrane 
plasmique indépendante de la température et sans avoir recours à un récepteur spécifique [203], 
[205], [213], [216]. Cependant, Đes ƌĠsultats oŶt ĠtĠ ƌeŵis eŶ ƋuestioŶ paƌ l’ĠƋuipe de B. Leďleu Ƌui a 
ĐoŶstatĠ Ƌue la ŵĠthode utilisĠe pouƌ Ġtudieƌ Đes ŵĠĐaŶisŵes d’iŶteƌŶalisatioŶ, à saǀoiƌ la 
microscopie confocale sur cellules fixées, pouǀait ġtƌe à l’oƌigiŶe d’aƌtefaĐts daŶs la ŵesuƌe où les 
peptides vecteurs accumulés à la membrane ont la possibilité de se redistribuer dans les cellules lors 
de l’Ġtape de fiǆatioŶ [217]. C’est aloƌs l’hǇpothğse d’uŶe iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs paƌ endocytose qui 
a été avancée. Depuis, de nombreuses études ont montré que différentes voies d’eŶdoĐǇtose, 
mécanismes dépendants de l’ATP, ĠtaieŶt effeĐtiǀeŵeŶt ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt ƌespoŶsaďles de la 
ŵajeuƌe paƌtie de l’iŶteƌŶalisatioŶ [218]–[220]. Toutefois, le processus de translocation directe est 
soutenu par des études biophysiques utilisant par exemple des vésicules unilamellaires [221], [222] 
et ĐoŶstitueƌait la ǀoie d’iŶteƌŶalisatioŶ pƌiŶĐipale pouƌ les CPPs aŵphipathiƋues pƌĠseŶts à de foƌtes 
concentrations dans le milieu extracellulaire [223]. 
De plus, la ƌĠalisatioŶ d’eǆpĠƌieŶĐes d’iŶteƌŶalisatioŶ à ϰ °C, (température à laquelle les mécanismes 
dĠpeŶdaŶt de l’ATP soŶt iŶhiďĠsͿ et à ϯϳ °C pour différents peptides vecteurs a permis de montrer 
Ƌue les deuǆ tǇpes de ŵĠĐaŶisŵes ĠtaieŶt utilisĠs pouƌ l’iŶteƌŶalisatioŶ. La contribution des deux 
mécanismes dépend fortement de la séquence peptidique, de la concentration extracellulaire en 
peptide et de la pƌĠseŶĐe d’ĠlĠŵeŶts ĐhaƌgĠs ŶĠgatiǀeŵeŶt à la ŵeŵďƌaŶe tels Ƌue les 
glycosaminoglycanes (GAGs) [224]. 
Dans cette partie, nous souhaitons présenter quelques bases pour la compréhension des 
ŵĠĐaŶisŵes d’iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs. CepeŶdaŶt ĠtaŶt doŶŶĠ l’eǆtƌaoƌdiŶaiƌe ĐoŵpleǆitĠ du sujet 
et par soucis de concision, nous ne détaillerons pas les nombreuses hypothèses formulées pour 
expliquer la capacité des différents CPPs à s’iŶteƌŶaliseƌ paƌ diffĠƌeŶts ŵĠĐaŶisŵes eŶ foŶĐtioŶ de 
leuƌ sĠƋueŶĐe, leuƌ ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, leuƌ ĐapaĐitĠ à se stƌuĐtuƌeƌ, etĐ… Nous ƌetieŶdƌoŶs doŶĐ suƌtout 
les Đƌitğƌes esseŶtiels à l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue et les pƌiŶĐipauǆ ŵĠĐaŶismes 
d’iŶteƌŶalisatioŶ eŶǀisagĠs. Ensuite, nous aborderons la question cruciale des mĠthodes d’Ġtude de 
l’iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs et verrons Ƌuels ďiais elles soŶt susĐeptiďles de Đauseƌ daŶs l’iŶteƌpƌĠtatioŶ 
des résultats.  
1. Description des mécanismes proposĠs pouƌ l’iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs 
a. Interaction avec la membrane plasmique  
Quel Ƌue soit le ŵĠĐaŶisŵe utilisĠ paƌ les CPPs pouƌ eŶtƌeƌ daŶs les Đellules, l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la 
membrane plasmique est généralement considérée comme étant la première étape du processus 
d’iŶteƌŶalisatioŶ. 
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La ďiĐouĐhe lipidiƋue de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue dĠliŵite l’iŶtĠƌieuƌ et l’eǆtĠƌieuƌ d’uŶe Đellule. 
CepeŶdaŶt les ŵolĠĐules Ƌui s’appƌoĐheŶt d’uŶe Đellule ǀoŶt d’aďoƌd ƌeŶĐoŶtƌeƌ uŶe couche dense 
appelée glycocalix et fortement chargée négativement. Ainsi, la membrane se présente comme un 
écran de charges négatives se plaçant devant une bicouche hydrophobe et ce sont à la fois des 
iŶteƌaĐtioŶs ĠleĐtƌostatiƋues et hǇdƌophoďes Ƌui ǀoŶt ġtƌe ƌespoŶsaďles de l’affiŶitĠ des CPPs aǀec la 
membrane des cellules.  
Rôle joué par les charges positives des CPPs :  
Ce glǇĐoĐaliǆ Đoŵŵe soŶ Ŷoŵ l’iŶdiƋue est ĐoŶstituĠ de glǇĐoĐoŶjuguĠs Ƌui, eŶ foŶĐtioŶ de la Ŷatuƌe 
de la partie sur laquelle se fixent les sucres et de la nature de ces sucres, sont répartis en quatre 
catégories : les glycoprotéines, les protéoglycanes, les glycophosphatidylinositol et les 
glycosphingolipides. Nous ne rentrerons pas dans les détails complexes de la nomenclature des 
sucres.   
Le glycocalix  confère à la surface de la cellule une forte charge négative et forme le premier obstacle 
aux molécules et aux organismes exogènes. Ainsi logiquement la première interaction entre les CPPs 
chargés positivement et la membrane plasmique serait de nature électrostatique, faisant intervenir 
les groupements négativement chargés de différents types de glycoconjugués. Ces interactions 
charge-charge qui ont une portée importante ǀoŶt peƌŵettƌe d’attiƌeƌ des CPPs ǀeƌs la suƌfaĐe des 
cellules. Il a été montré que les résidus arginine des CPPs étaient plus favorables au processus 
d’iŶteƌŶalisation que les résidus lysine [212]. Cette oďseƌǀatioŶ s’eǆpliƋue paƌ la foƌŵatioŶ de 
complexes non-covalents « bidentates », c'est-à-dire impliquant deux liaisons hydrogènes entre les 
groupements guadininium des arginines et les groupements phosphates, sulfates et carboxylates 
présents à la surface des cellules [225](cf. Figure 27). 
 
Figure 27 : Formation de liaisons hydrogènes divalentes entre les groupements guanidinium des chaînes 
latérales des arginines et des groupements phosphates, sulfates et carboxylates  (Figure tirée de [226]). 
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Rôle des résidus hydrophobes des CPPs :  
Les ƌĠsidus hǇdƌophoďes, loƌsƋu’il Ǉ eŶ a daŶs la sĠƋueŶĐe des CPPs, joueŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs 
l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la ďiĐouĐhe lipidiƋue de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue et permetteŶt d’aŵĠlioƌeƌ 
l’iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs [227]. En effet, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ Ƌue le ƌeŵplaĐeŵeŶt de Ŷ’iŵpoƌte leƋuel 
des résidus hydrophobes du peptide pVec de séquence LLILL conduisait à une diminution de la 
quantité de peptide internalisée [228]. Il a été également été montré que le nombre de résidus 
tƌǇptophaŶe Ġtait diƌeĐteŵeŶt ĐoƌƌĠlĠ aǀeĐ l’effiĐaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ de diffĠƌeŶts CPPs [229].  
Des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌactioŶs pƌivilĠgiĠs ? 
Il est communément accepté que les CPPs ne rentrent pas dans les cellules via une interaction avec 
un récepteur spécifique. Cela est notamment lié au fait que leur internalisation peut se faire 
indépendamment de leur chiralité et sans phénomène de saturation [230]. Cependant des études 
récentes remettent en cause cette idée [231], [232]. 
“aŶs s’aǀaŶĐeƌ à paƌleƌ de ƌĠĐepteuƌs, il appaƌaît Ƌue les CPPs oŶt des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs 
pƌiǀilĠgiĠs à la ŵeŵďƌaŶe, Đ’est eŶ paƌtiĐulieƌ le Đas des glycosaminoglycanes (GAGs).  
EŶ effet, outƌe la foƌŵatioŶ d’iŶteƌaĐtioŶs ĠleĐtrostatiques avec les CPPs, qui permet à ceux-ci 
d’appƌoĐheƌ la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue, les pƌotĠoglǇĐaŶes, pƌotĠiŶes ŵoŶo- ou disubstituées par des 
polysaccharides à longues chaînes linéaires, polysulfatées et chargées négativement appelées GAGs, 
semblent joueƌ uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs les pƌoĐessus d’iŶteƌŶalisatioŶ [233]. L’iŵpaĐt des GAGs suƌ 
l’iŶteƌŶalisatioŶ a ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe eŶ ĐoŵpaƌaŶt la ƋuaŶtité de peptide internalisé pour des 
Đellules dĠfiĐieŶtes ou ŶoŶ eŶ GAGs. L’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide Tat est ainsi fortement diminuée 
lorsque les cellules sont traitées par des enzymes qui clivent les héparanes sulfates, une des classes 
de GAGs [234]. De ŵġŵe, l’eŶtƌĠe des diffĠƌeŶts CPPs est ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt ƌĠduite daŶs les cellules 
CHO déficientes en GAGs [224]. Différentes hypothèses sont avancées pour justifier cette importance 
des GAGs, Đoŵŵe l’eŶtƌĠe des CPPs liĠs auǆ GAGs daŶs le Đadƌe de leuƌ ĐǇĐle de ƌeĐǇĐlage à la 
membrane [235], [236] ou encore le déĐleŶĐheŵeŶt d’uŶe aggƌĠgatioŶ des GAGs par les CPPs [237].  
Une fois le contact établi entre les CPPs et la membrane plasmique, les CPPs vont être internalisés 
vraisemblablement selon deux grandes familles de mécanismes : les ŵĠĐaŶisŵes d’eŶdoĐǇtose et les 
mécanismes de translocation directe, respectivement dépendants et indépeŶdaŶts d’uŶ appoƌt 
d’ĠŶeƌgie.  
 Endocytose b.
L’eŶdoĐǇtose est uŶ pƌoĐessus Ŷatuƌel Ƌui se pƌoduit dans tous les types cellulaires et qui correspond 
à une déformation de la membrane plasmique pour encapsuler dans une vésicule une molécule à 
iŶteƌŶaliseƌ. Le teƌŵe d’eŶdoĐǇtose ƌegƌoupe diffĠƌeŶts ŵĠĐaŶisŵes Ƌui ŶĠĐessiteŶt tous uŶ appoƌt 
d’ĠŶeƌgie et Ƌui Ŷe soŶt doŶĐ effiĐaĐes Ƌu’à teŵpĠƌatuƌe phǇsiologiƋue et eŶ pƌĠseŶĐe d’ATP. 
Deux grands groupes de mécanismes peuvent être distingués : la phagocytose qui est réservée aux 
molécules de grandes tailles telles que les macrophages, et la pinocytose qui peƌŵet l’iŶtĠgƌatioŶ de 
solutés variés de tailles plus modestes (cf. Figure 28). 
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Figure 28 : Les différentes voies d'entrée par endocytose dans la cellule (Figure tirée de[238]). 
Le terme de pinocytose regroupe ensuite un certain nombre de mécanismes :  
La macropinocytose : Đ’est uŶ ŵĠĐaŶisŵe Ƌui iŵpliƋue des ǀĠsiĐules de ƌelatiǀeŵeŶt gƌaŶde taille 
(0,5 à 2 µm) appelées macropinosomes. La formatioŶ de Đes ǀĠsiĐules s’aĐĐoŵpagŶe d’uŶe 
polǇŵĠƌisatioŶ foƌte de l’aĐtiŶe à la suƌfaĐe des Đellules Ƌui eŶtƌaîŶe uŶe ĠloŶgatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe 
qui va se refermer sur elle-même en emprisonnant une grande quantité de fluide extracellulaire avec 
Đe Ƌu’il ĐoŶtieŶt [239]. 
L’eŶdoĐytose dépendante de la clathrine : Đ’est pƌoďaďleŵeŶt la ǀoie d’eŶdoĐǇtose la ŵieuǆ étudiée. 
Coŵŵe soŶ Ŷoŵ l’iŶdiƋue, elle dĠpeŶd de l’aĐtioŶ de la ĐlathƌiŶe ŵeŵďƌaŶaiƌe, pƌotĠiŶe Ƌui est 
recrutée à la membrane et recouvre l’eǆtĠƌieuƌ des ǀĠsiĐules foƌŵĠes ;≈ 120 nm) en réalisant une 
stƌuĐtuƌe de Đage. Ce ŵĠĐaŶisŵe d’eŶdoĐǇtose iŵpliƋue ĠgaleŵeŶt d’autƌes pƌotĠiŶes telles Ƌue la 
dynamine [240]. 
L’eŶdoĐytose ĐoŶtƌôlĠe paƌ la ĐaǀĠoliŶe : Ce ŵĠĐaŶisŵe ƌepose suƌ l’aĐtioŶ de la protéine 
membranaire cavéoline qui va lier les molécules de cholestérol de la membrane pour former de 
petites ǀĠsiĐules ;≈ 60 nm) appelées cavéoles et qui sont également riches en sphingolipides. 
EŶfiŶ, d’autƌes ǀoies d’eŶdoĐǇtose, iŶdĠpeŶdaŶtes des diffĠƌeŶts phĠŶoŵğŶes ĐitĠs Đi-dessus et 
moins bien connues ont été observées. Elles soŶt ƌasseŵďlĠes sous le teƌŵe ǀague d’eŶdoĐǇtose 
indépendante de la clathrine et de la cavéoline. 
Tous les types de pinocytoses connus ont été décrits comme peƌŵettaŶt l’eŶtƌĠe de peptides 
ǀeĐteuƌs. AiŶsi, l’eŶdoĐǇtose dĠpeŶdaŶte de la ĐlathƌiŶe a Ġté proposée par Richard et al. [241] pour 
eǆpliƋueƌ au ŵoiŶs paƌtielleŵeŶt l’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide Tat. EŶ effet, une inhibition spécifique 
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de cette voie a abouti à une diminution significative de la quantité de peptide Tat internalisé. De leur 
côté, Ferrari et al. oŶt oďseƌǀĠ uŶe iŶteƌŶalisatioŶ du peptide Tat poƌteuƌ d’uŶe ĠtiƋuette GFP paƌ la 
ǀoie d’eŶdoĐǇtose dĠpeŶdaŶte de la ĐaǀĠoliŶe [242]. Finalement, la macropinocytose a souvent été 
suggérée pouƌ eǆpliƋueƌ l’iŶteƌŶalisatioŶ de Tat ou de peptides synthétiques riches en arginine [219], 
[220]. 
 
 Translocation directe :  c.
Pour la majorité des CPPs, la quantité de peptide internalisée dans les cellules est diminuée à 4 °C ou 
loƌsƋue des iŶhiďiteuƌs d’eŶdoĐǇtose soŶt utilisĠs [224], [243], [244]. Cependant le fait que cette 
ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ Ŷe soit pas ĐoŵplğteŵeŶt suppƌiŵĠe iŶdiƋue la ĐoŶtƌiďutioŶ de 
ŵĠĐaŶisŵes d’iŶteƌŶalisatioŶ iŶdĠpeŶdaŶts de l’ĠŶeƌgie ƌasseŵďlĠs sous le terme de translocation 
directe.  
Trois principaux mécanismes de translocation directe ont été proposés.  
La formation de micelles inverses : C’est le ŵĠĐaŶisŵe Ƌui a ĠtĠ pƌoposĠ 
pour expliquer la translocation directe de la pénétratine [216] (cf. Figure 
29). Dans ce modèle, les résidus basiques des CPPs interagissent avec les 
phospholipides négativement chargés de la membrane et cela induit une 
déstabilisation de la bicouche et une invagination de la membrane [245]. 
Dans le même temps, les lipides voisins vont se réorganiser, conduisant à 
la formation de micelles qui vont encapsuler le CPP [246]. 
 
Figure 29 : Modèle proposé pour expliquer la translocation directe des CPPs par formation de micelles 
inverses (Figure tirée de [216]). 
La formation de pores : Des simulations de dynamique moléculaire et des expériences 
d’ĠleĐtƌophǇsiologie suggèrent la formation de pores toroïdaux pour permettre la diffusion passive 
de Tat et des peptides riches en arginine à travers la membrane [247]. La formation de pores serait 
ĐausĠe paƌ l’aĐĐuŵulatioŶ de peptides daŶs le feuillet externe de la membrane, elle-même due à 
l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les gƌoupeŵeŶts positiǀeŵeŶt ĐhaƌgĠs des peptides et les gƌoupeŵeŶts 
phosphates des lipides. Cette accumulation de peptides conduirait à un amincissement de la 
ďiĐouĐhe et à l’attƌaĐtioŶ eŶtƌe les gƌoupements des chaînes latérales des arginines et des lysines et 
les gƌoupeŵeŶts phosphates de la ĐouĐhe iŶteƌŶe, Đe Ƌui Đauseƌait la foƌŵatioŶ d’uŶ poƌe tƌaŶsitoiƌe 
(cf. Figure 30). 
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Figure 30 : Schéma des différentes étapes de translocation directe par formation de pores. Le vecteur 
dĠliŵitĠ paƌ les lettƌes P et N iŶdiƋue l’eǆisteŶĐe d’uŶ ŵoŵeŶt dipolaiƌe et doŶŶe soŶ oƌieŶtatioŶ. UŶ 
ĐhaŶgeŵeŶt d’oƌieŶtatioŶ de Đe dipôle est ĐausĠ paƌ la pƌĠseŶĐe de CPPs Đhargés positivement au niveau de la 
membrane externe. (Figure tirée de [247]) 
Perméabilisation par électroporation : Ce mécanisme a été décrit par Blinder et Lindblom et suggère 
Ƌu’au-delà d’uŶe ĐeƌtaiŶe Đoncentration en peptide, la distribution asymétrique des charges des 
deux côtĠs de la ŵeŵďƌaŶe ĐoŶduiƌait à l’ĠtaďlisseŵeŶt d’uŶe teŶsioŶ ĠleĐtƌiƋue tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe. 
La ŵeŵďƌaŶe seƌait aloƌs peƌŵĠaďilisĠe de ŵaŶiğƌe seŵďlaďle à de l’ĠleĐtƌopoƌatioŶ paƌ la création 
de défauts ponctuels permettant la traversée de la membrane par les peptides de façon à rétablir un 
potentiel nul [221]. 
2. MĠthodes d’Ġtudes de la ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ des CPPs daŶs les 
cellules 
Différentes méthodes ont été utilisées pour étudier les mécanismes d’iŶteƌŶalisatioŶ, loĐaliseƌ et 
quantifier les CPPs dans les cellules. Nous allons brièvement présenter les principales méthodes, 
leuƌs appliĐatioŶs et les pƌĠĐautioŶs à pƌeŶdƌe pouƌ les ŵettƌe eŶ œuǀƌe.    
a. Les ŵĠthodes ďasĠes suƌ l’utilisatioŶ de la fluorescence :  
Les ŵĠthodes les plus ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠes ƌeposeŶt suƌ l’ĠŵissioŶ d’uŶ sigŶal de fluoƌesĐeŶĐe pouƌ 
visualiser ou quantifier le peptide internalisé. Une fois que le CPP a été couplé à un fluorophore, il est 
possible de le quantifier en fluorimétrie ou en cytométrie en flux [248] ou de le localiser en 
microscopie électronique [249]. Les expériences de microscopie de fluorescence visant à localiser le 
peptide sont majoritairement réalisées sur cellules vivantes de manière à limiter les redistributions 
artéfactuelles du peptide au moment de la fixation des cellules déjà évoquée précédemment [217]. 
CepeŶdaŶt l’iŶtƌoduĐtioŶ d’uŶe soŶde fluoƌesĐence sur une courte séquence peptidique tel Ƌu’uŶ 
CPP Ŷ’est pas aŶodiŶe. EŶ effet, les fluorophores sont généralement de grandes molécules très 
hydrophobes et il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue le ŵaƌƋuage d’uŶ CPP aǀeĐ uŶ fluoƌophoƌe pouǀait ŵodifieƌ 
significativement son interaction avec la membrane plasmique [250], augmenter sa capacité 
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d’iŶteƌŶalisatioŶ aiŶsi que sa distribution dans la cellule [251], [252]. De plus, il a été montré que les 
fluorophores étaient susceptibles de modifier la flexibilité et la conformation des peptides [253]. 
D’autƌes ĠlĠŵeŶts peuvent poser problèmes pour la quantification des CPPs internalisés en 
fluoƌiŵĠtƌie ou eŶ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ. Tout d’aďoƌd, il faut s’assuƌeƌ de la stabilité de la liaison entre 
le CPP et le fluorophore, pour que la fluorescence détectée corresponde au peptide internalisé et 
non à une étiquette fluorescente seule. Ensuite, un phénomène de quenching de la fluorescence 
peut se pƌoduiƌe s’il Ǉ a uŶe tƌop foƌte aĐĐuŵulatioŶ daŶs uŶ ĐoŵpaƌtiŵeŶt Đellulaiƌe ou eŶ pƌĠseŶĐe 
de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs [254]. FiŶaleŵeŶt, il faut gaƌdeƌ à l’espƌit Ƌue les CPPs oŶt uŶe foƌte 
affinité avec la membrane des cellules et que des lavages répétés peuvent ne pas être suffisants pour 
éliminer le peptide dit « membranaire ». Cela est d’autaŶt plus iŵpoƌtaŶt Ƌue la Ƌuantité de peptide 
membranaire représente, la plupart du temps, une quantité bien supérieure à celle de peptide 
internalisé [255]. Pour éliminer la part de signal liée à la présence de peptide membranaire, il y a 
deux possibilités : (1) réaliser une étape de digestion du peptide à la membrane afin de le libérer 
dans le milieu extracellulaire, (2) utiliser un extincteur de fluorescence incapable de passer la 
membrane plasmique [255].  
 Une méthode de quantification par spectrométrie de masse b.
Pour pallier les nombreux inconvénients de ces méthodes de quantification basées sur la 
fluorescence, une technique de quantification des CPPs internalisés par spectrométrie de masse a 
été mise au point au laboratoire [256]. Cette technique, à laquelle nous avons fait appel dans le 
cadre de ces travaux de thèse et qui sera plus amplement détaillée dans le chapitre 5, repose sur 
l’utilisatioŶ de peptides vecteurs biotinylés sous forme deutérée et non-deutĠƌĠe. TaŶdis Ƌu’uŶe des 
deux versions du peptide vecteur est internalisée daŶs des Đellules, l’autƌe version va être introduite 
en quantité connue au moment de la lyse des cellules (soit après leur internalisation) et servir 
d’ĠtaloŶ pouƌ la ƋuaŶtifiĐatioŶ. Les peptides vecteurs biotinylés sont récupérés sur billes 
magnétiques de streptavidine et analysés en spectrométrie de masse MALDI-TOF. De la même 
manière que pour les expériences basées sur la fluorescence, il est ŶĠĐessaiƌe de s’affƌaŶĐhiƌ de la 
part de peptide membranaire en réalisant une digestion enzymatique de ces derniers avant de lyser 
les cellules. La biotine est un groupement beaucoup moins volumineux et hydrophobe que les 
fluoƌophoƌes et il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu’elle Ŷ’affeĐtait pas l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les ŵeŵďƌaŶes ŵodğles 
[257]. Cette méthode constitue donc une alternative, plus robuste, à la quantification par 
fluorescence. 
 Les méthodes basées sur une activité biologique c.
Dans la mesure où les CPPs ont pour application principale la vectorisation de molécules actives, il 
est tout à fait peƌtiŶeŶt de ǀouloiƌ utiliseƌ des ŵĠthodes ďasĠes suƌ le suiǀi d’uŶe aĐtiǀitĠ ďiologiƋue. 
Une expérience a été développée sur ce principe pour la vectorisation de protéines de choc 
thermique par des CPPs [258]. D’autƌe paƌt, l’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide Tat a ĠtĠ ĠtudiĠe et sa 
capacité à sortir des endosomes après son entrée par macropinocytose a été améliorée via sa 
conjugaison à la Cre recombinase [259], enzyme localisée dans le noyau. 
Cependant si ces méthodes peuvent être bien adaptées à certains systèmes CPP- cargo, elles ne sont 
pas idéales pour étudier le devenir intracellulaire du CPP puisque celui-ci peut-être influencé par le 
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cargo, comme nous allons le voir dans la partie suivante. De plus, il est possible que le cargo ne soit 
pas convenablement modifié par sa cible ou que sa transformation soit réversible ce qui va 
eŵpġĐheƌ de ƌatioŶaliseƌ ĐoƌƌeĐteŵeŶt les ƌĠsultats et ĐoŵpliƋueƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ eŶ teƌŵes de 
ŵĠĐaŶisŵes d’internalisation.  
  Seulement des peptides vecteurs ? III.
1. Les doŵaiŶes d’appliĐatioŶs des CPPs 
La plupart du temps, les CPPs sont destinés à la vectorisation dans les cellules de molécules 
biologiquement actives appelées cargos (et non cargaisons contrairement à Đe Ƌu’oŶ pouƌƌait 
penser) et qui peuvent être des peptides, des protéines, des ARNs ou encore, par exemple, des 
nanoparticules [260]–[262]. 
Les applications potentielles sont donc en majeure partie dans le domaine médical avec la 
vectorisation de médicaments, la thérapie génique [263] ou la thérapie ciblée contre le cancer [264], 
mais des développements biotechnologiques comme la vectorisation de sondes ou de biocapteurs 
pour la recherche en biologie cellulaire peuvent également être envisagés [265], [266]. Les cargos 
soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐoǀaleŵŵeŶt liĠs auǆ CPPs paƌ uŶ poŶt disulfuƌe Ƌui seƌa ƌĠduit loƌs de l’aƌƌiǀĠe 
du complexe dans le cytosol, milieu réducteur. Des protéines de fusion exprimées avec des CPPs 
peuvent également être utilisées [267]. Finalement, il a été ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶternalisation de cargos 
non-covalemment liés aux CPPs était possible [268]. 
2. L’iŶflueŶĐe des Đaƌgos suƌ le deǀeŶiƌ iŶtƌaĐellulaiƌe des ĐoŶjuguĠs 
Une étude poussée menée avec trois CPPs (Tat, Tp10 et pénétratine) porteurs de différents cargos a 
ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l’iŶflueŶĐe du Đaƌgo à la fois suƌ l’effiĐaĐitĠ de l’iŶteƌŶalisatioŶ et suƌ la ĐǇtotoǆiĐitĠ 
des conjugués [269]. Tünnemann et al. se sont, eux, intéressés à l’iŵpaĐt du Đaƌgo suƌ le ŵode 
d’iŶteƌŶalisatioŶ : ils ont comparé la vectorisation par le peptide Tat de cargos de tailles différentes 
et ont montré que les conjugués de grandes tailles (association avec des quantum dots 
(nanoparticules de semi-conducteurs avec des propriétés quantiques utilisées en imagerie cellulaire) 
ou protéines de fusion) étaient essentiellement internalisés par endocytose tandis que la part de 
translocation directe était beaucoup plus importante dans le cas de la vectorisation de petits 
peptides [270]. 
Le ŵode d’iŶteƌŶalisatioŶ des ĐoŶjuguĠs est uŶ ĠlĠŵeŶt dĠterminant. EŶ effet, pouƌ Ƌu’uŶ cargo 
puisse joueƌ uŶ ƌôle aĐtif daŶs uŶe Đellule, il faut Ƌu’elle puisse atteiŶdƌe le ĐoŵpaƌtiŵeŶt Điďle. “i le 
conjugué rentre par translocation directe, il va se retrouver directement dans le cytosol. En revanche, 
un conjugué internalisé par endocytose sera encapsulé dans des endosomes dans lesquels il peut 
rester piéger. Ainsi, si le cargo à vectoriser est de taille importante, il sera important de réfléchir à 
des façons de promouvoir la fuite des endosomes. Différentes techniques existent telles que 
l’assoĐiatioŶ à des polǇŵğƌes Đoŵŵe le polǇĠthǇlğŶe iŵiŶe ;PEIͿ [271] ou à des séqueŶĐes d’aĐides 
aminés particulières. Ces techniques reposent sur une perturbation de la membrane endosomale 
[259]. 
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Atteindre le cytosol peut donc déjà être difficile pour un conjugué, et cela se corse encore si le cargo 
doit atteindre un autre compartiment intracellulaire tel que le noyau ou les mitochondries. Dans le 
Đas d’uŶ Điďlage iŶtƌaĐellulaiƌe pƌĠĐis, il faudƌa iŶtĠgƌeƌ au ĐoŶjuguĠ des sĠƋueŶĐes spĠĐifiƋues 
d’adƌessage Đoŵŵe, paƌ eǆeŵple, uŶ doŵaiŶe dĠƌiǀĠ du sigŶal de loĐalisatioŶ Ŷucléaire (NLS) de 
l’aŶtigğŶe “VϰϬ pouƌ uŶ Điďlage du ŶoǇau [210]. 
Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, il est aďsoluŵeŶt ŶĠĐessaiƌe de disposeƌ d’uŶe ďoŶŶe ĐoŶŶaissaŶĐe des ŵĠĐaŶisŵes 
d’iŶteƌŶalisatioŶ, de liďĠƌatioŶ daŶs le ĐǇtosol ou de Điďlage iŶtƌaĐellulaiƌe de façoŶ à ĐoŶĐeǀoiƌ des 
conjugués CPP-cargo Ƌui seƌoŶt Đapaďles d’atteiŶdƌe leuƌ Điďle. 
3. Des peptides vecteurs avec une activité biologique intrinsèque 
Les peptides vecteurs sont généralement considérés comme inertes, permettant uniquement le 
passage de composés bioactifs au travers de la membrane plasmique des cellules ou éventuellement 
ĠgaleŵeŶt leuƌ tƌaŶspoƌt jusƋu’à uŶ ĐoŵpaƌtiŵeŶt iŶtƌaĐellulaiƌe Điďle. 
CepeŶdaŶt, aujouƌd’hui, apƌğs pƌğs de tƌois dĠĐeŶŶies d’Ġtudes, il appaƌaît Ƌu’uŶe paƌtie des CPPs Ŷe 
sont pas de simples vecteurs, utiles pour moduler la pharmaco-cinétique de composés bioactifs, mais 
Ƌu’ils pƌĠseŶteŶt ĠgaleŵeŶt uŶe activité biologique intrinsèque. Ainsi, il a notamment été montré 
Ƌu’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d’eŶtƌe euǆ oŶt des pƌopƌiĠtĠs aŶtiŵiĐƌoďieŶŶes. C’est le Đas paƌ eǆeŵple de 
Tat ou de la pénétratine [272].  
Le terme de bioportide a récemment été introduit pour désigner ces CPPs ayant une activité 
biologique intrinsèque [1]. 
En 2011, une revue de W. Verdurmen et R. Brock rassemble différents exemples de CPPs bioactifs ou 
bioportides et de leurs effets observés [231]. Il en ressort que les effets observés sont très variés et 
Ƌu’ils Ŷe peuǀeŶt pas ġtƌe ŶĠĐessaiƌeŵeŶt diƌeĐteŵeŶt ƌeliĠs au pƌoĐessus d’iŶteƌŶalisatioŶ. Les 
auteurs insistent sur la nécessité de mieux comprendre les bases moléculaires de ces effets et cela 
ŶotaŵŵeŶt pouƌ ġtƌe eŶ ŵesuƌe de les iŵputeƌ à des eŶĐhaîŶeŵeŶts d’aĐides aŵiŶĠs Ƌui pouƌƌoŶt 
ensuite être repris pour le design rationnel de nouvelles molécules bioactives qui ne possèderaient 
Ƌue les pƌopƌiĠtĠs dĠliďĠƌĠŵeŶt iŶtƌoduites. Paƌŵi les eǆeŵples ĐitĠs figuƌe Đelui de l’Ġtude de l’effet 
biologique intrinsèque du peptide (R/W)9 menée au laboratoire (UMR 7213, UMR 7203) lors des 
travaux de thèse de Delaroche D. [2]. Ces travaux ont permis de mettre en évidence la capacité de 
ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe de fiďƌoďlastes tuŵoƌauǆ paƌ le CPP ;R/WͿ9, aiŶsi Ƌu’uŶe 
diminution de la ŵotilitĠ et de la ĐapaĐitĠ à Đƌoîtƌe eŶ iŶdĠpeŶdaŶĐe d’aŶĐƌage apƌğs ƋuelƋues 
heuƌes d’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ Đe peptide. 
Au Đouƌs de Đes tƌois aŶŶĠes de thğse, j’ai ĐheƌĐhĠ à oďteŶiƌ uŶe ŵeilleuƌe ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ďases 
ŵolĠĐulaiƌes de l’effet oďseƌǀĠ du peptide (R/W)9 sur le phénotype des cellules tumorales EF. En 
paƌtiĐulieƌ, Ŷous aǀoŶs ĐheƌĐhĠ à tƌouǀeƌ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ de Đe peptide tout au loŶg du 
chemin parcouru par (R/W)9 depuis l’eǆtĠƌieuƌ ǀeƌs l’iŶtĠƌieuƌ des Đellules, au Đouƌs de soŶ 
internalisation dans les cellules EF et nous sommes intéressés à son effet global suƌ l’eǆpƌessioŶ des 
protéines.
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 CoŶteǆte de l’Ġtude  I.
Ce tƌaǀail de thğse est le pƌoloŶgeŵeŶt diƌeĐt d’uŶe Ġtude ŵeŶĠe eŶ gƌaŶde paƌtie au cours de la 
thèse de Diane Delaroche intitulée « Effets de peptides ǀeĐteuƌs suƌ le ĐytosƋuelette d’aĐtiŶe apƌğs 
internalisation dans des cellules tumorales», réalisée sous la direction de Sandrine Sagan et soutenue 
le 15 novembre 2007. 
Ainsi pour préciser clairement le contexte de mon projet de thèse, il est essentiel que je rappelle les 
principaux résultats obtenus au cours de ces précédents travaux [2]. 
Ces travaux sont au départ basés sur l’oďseƌǀatioŶ suiǀaŶte : Đertains CPPs ont un effet sur la 
polǇŵĠƌisatioŶ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe. Cet effet a ĠtĠ oďseƌǀĠ in vitro pour les peptides (R/W)16  de 
séquence RRWRRWWRRWWRRWRR, (R/W)9 de séquence RRWWRRWRR et R9 de séquence 
RRRRRRRRR grâĐe à la ŵĠthode de ŵesuƌe de la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe par anisotropie de 
fluorescence mise au point par Spitz J.A. et al. [273]. Loƌs de Đe sĐƌeeŶiŶg l’effet des peptides 
pénétratine (ERQIKVFQNRRMKWKK) et (R/L)16 (RRLRRLLRRLLRRLRR) a également été évalué mais 
aucune iŶflueŶĐe sigŶifiĐatiǀe suƌ la ǀitesse de polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe Ŷ’a pu ġtƌe ŵise eŶ 
évidence. 
 
“uite à Đe pƌeŵieƌ test, l’effet des peptides ;R/WͿ16, (R/W)9 et R9 sur la lignée cellulaire EF a été 
évalué. La lignée cellulaire EF est issue de la transformation tumorale de fibroblastes murins de type 
NIH-3T3 par la protéine de fusion oncogénique EWS-FLI1. Cette lignée cellulaire est un modèle du 
saƌĐoŵe d’EǁiŶg, ĐaŶĐeƌ des os et tissus conjonctif déjà décrit dans la partie III.2 du chapitre 1. Ces 
Đellules tuŵoƌales EF pƌĠseŶteŶt uŶ ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe tƌğs dĠsoƌgaŶisĠ dĠpouƌǀu de fiďƌes de 
stress ;assoĐiatioŶ de filaŵeŶts d’aĐtiŶe eŶ faisĐeauǆ, cf. chap 1, partie II. 3. b.) et constituent ainsi un 
ŵodğle iŶtĠƌessaŶt pouƌ Ġǀalueƌ uŶ effet suƌ la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe. 
Tout d’aďoƌd, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ paƌ des eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe Ƌue les peptides ;R/WͿ16, 
(R/W)9 et R9  induisent un changement de morphologie des cellules EF. Tandis que les cellules 3T3, 
ŶoŶ tuŵoƌales, pƌĠseŶteŶt uŶe foƌŵe d’Ġtoile liĠe à l’eǆisteŶĐe d’uŶ iŵpoƌtaŶt ƌĠseau de fiďƌes de 
stress et à un ancrage solide à leur support, les cellules EF, tumorales, ont une forme arrondie en 
raison de la peƌte de leuƌs poiŶts d’adhĠsioŶ foĐauǆ et de leuƌs fiďƌes de stƌess. Apƌğs uŶe iŶĐuďatioŶ 
comprise entre 18 et 24 h avec 10 µM des différents peptides, un retour à une morphologie typique 
des cellules 3T3 accompagnée de la réapparition de fibres de stress ont été observés de manière 
reproductible pour une part importante des cellules. Le changement de morphologie des cellules EF 
et des cellules 3T3 en présence des peptides (R/W)16, (R/W)9 et R9  a été suivi de manière quantitative 
en définissant différentes classes de cellules en fonctions de leur morphologie : une classe de cellules 
semblables aux non-tumorales (N), une classe de cellules avec une morphologie non modifiée par le 
traitement soit des cellules tumorales (T) et une classe pour les cellules ne pouvant être facilement 
attribuées à l’uŶe ou l’autƌe des deuǆ ĐatĠgoƌies pƌĠĐĠdeŶtes ;NDͿ. Le peptide ;R/WͿ9 (D) composé 
uŶiƋueŵeŶt d’acides aminés de configuration D a également été testé mais, contrairement à la 
version de (R/W)9 composée d’acides aminés naturels de configuration L, aucun remodelage du 
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ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠ. Cela indique Ƌu’uŶe ƌeĐoŶŶaissaŶĐe Đhiƌale seƌait iŵpliƋuĠe 
daŶs le ŵĠĐaŶisŵe de ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe. L’effet des CPPs ;R/WͿ16, (R/W)9 et R9 a 
été comparé avec celui de la jasplakinolide, petite molécule d’eŶǀiƌoŶ ϳϬϬ Da connue pour entraîner 
uŶe polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe [274]. L’effet des CPPs suƌ le ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe est 
un peu moins marqué que celui de la jasplakinolide : en moyenne 45 % des cellules retrouvent une 
morphologie non-tumorale après traitements avec les différents CPPs contre 70 à 80 % pour la 
jasplakinolide. AiŶsi les populatioŶs de Đellules oďteŶues à l’issue du tƌaiteŵeŶt aǀeĐ les peptides 
sont hétérogènes. 
Les résultats de ces expériences sont présentés dans le graphe ci-dessous (Figure 31). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
Figure 31 : Analyse quantitative des effets de différents peptides vecteurs sur la morphologie des cellules 3T3 
et EF. Dans trois expériences indépendantes plus de 500 cellules 3T3 (A) ou EF (B) ont été examinées et 
classées en fonction de leur morphologie dans les catégories « non-tumorales » (N), « tumorales » (T) ou 
« indéterminées » (ND) eŶ l’aďseŶĐe ou eŶ pƌĠseŶĐe de ϭϬ µM des peptides ;R/WͿ16 , (R/W)9, R9  et (R/W)9 (D) et 
avec 50 ou 100 nM de jasplakinolide (Figure issue de [2]).   
Ensuite, la motilité des cellules EF a été mesurée pendant 18 h par vidéomicroscopie en présence du 
peptide (R/W)16  (10 µM). Cette expérience a permis de montrer que le (R/W)16 induisait une 
diminution de la motilité des cellules EF jusƋu’à des ǀaleuƌs Đoŵpaƌaďles à Đelles des Đellules ϯTϯ. 
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Finalement, la ĐapaĐitĠ des Đellules EF à Đƌoîtƌe eŶ iŶdĠpeŶdaŶĐe d’aŶĐƌage à un support a été 
ĠǀaluĠe eŶ l’aďseŶĐe et eŶ pƌĠseŶĐe des peptides ;R/WͿ9, (R/W)16 et R9 en se basant sur le 
dénombrement des clones obtenus en milieu semi-solide. TaŶdis Ƌu’auĐuŶ ĐloŶe Ŷ’a ĠtĠ oďteŶu pouƌ 
les cellules 3T3, une diminution significative par rapport aux nombres de clones obtenus pour les 
cellules EF de référence a été mise en évidence pour les cellules incubées en présence des peptides 
vecteurs avec une diminution de l’oƌdƌe de ϯϬ % avec (R/W)16 et (R/W)9 et de 70 % pour R9 à des 
concentrations pour lesquelles ces derniers ne présentent pas de cytotoxicité.  
Ces diffĠƌeŶts ĠlĠŵeŶts ǀoŶt daŶs le seŶs d’uŶe « réversion » du phénotype tumoral des cellules EF 
par les peptides vecteurs.  
EtaŶt doŶŶĠ l’effet pƌĠalaďleŵeŶt oďseƌǀĠ in vitro suƌ la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe paƌ aŶisotƌopie de 
fluorescence, la première hypothèse avancée pour expliquer les résultats obtenus sur les cellules EF 
a ĠtĠ Đelle d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte aǀeĐ l’aĐtiŶe. AfiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ Đette iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte aǀeĐ 
l’aĐtiŶe et de ŵieuǆ la ĐaƌaĐtĠƌiseƌ, de Ŷouǀelles eǆpĠƌieŶĐes de ĐaloƌiŵĠtƌie paƌ titƌage isotheƌŵe 
(ITC) et de RMN ont été réalisées. Les expériences de calorimétrie ont montré que les peptides 
(R/W)9, (R/W)16 et R9 iŶteƌagissaieŶt aǀeĐ l’aĐtiŶe G avec des affinités respectives de 0,4, 10 et 
supérieure à 10 µM ;ǀaleuƌs d’affiŶitĠs ƌelatiǀeŵeŶt ŵodestes eŶ ďiologieͿ. Les expériences de RMN 
menées avec (R/W)9 et (R/W)16 ont confirmé cette interaction in vitro et des expériences de 
compétition ont montré la capacité de (R/W)16 à déplacer la thymosine βϰ fiǆĠe à l’aĐtiŶe G. 
MalgƌĠ Đes diffĠƌeŶts ƌĠsultats, il Ŷ’est pas ĠǀideŶt de tƌouǀeƌ uŶe iŶteƌpƌĠtatioŶ ĐohĠƌeŶte ƋuaŶt à 
l’aĐtioŶ des peptides ;R/WͿ9, (R/W)16 et R9 suƌ uŶ ou plusieuƌs paƌteŶaiƌes iŶtƌaĐellulaiƌes de l’aĐtiŶe, 
ni de proposer une voie de signalisation pouvant conduire à cette «  réversion » du phénotype 
tumoral.  
 Objectif et structure de ce projet de thèse II.
A paƌtiƌ de Đes ĐoŶĐlusioŶs, l’oďjeĐtif de la pƌeŵiğƌe paƌtie de ŵoŶ tƌaǀail de thğse a ĠtĠ de 
ĐoŶfiƌŵeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ des peptides (R/W)9 et (R/W)16 aǀeĐ l’aĐtiŶe in vitro mais surtout de 
caractériser la (ou les) zone(s) d’iŶteƌaĐtioŶ paƌ des eǆpĠƌieŶĐes de Đƌoss-linking chimique couplées à 
la spectrométrie de masse. Cette étude Ƌui a fait l’oďjet d’uŶe puďliĐatioŶ est décrite dans le chapitre 
4. 
A l’issue de Đes eǆpĠƌieŶĐes ƌĠalisĠes in vitro, nous avons souhaité nous rapprocher de la réalité de la 
Đellule eŶtiğƌe et essaǇeƌ d’ideŶtifieƌ saŶs a priori de Ŷouǀeauǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ et/ou de 
nouvelles pistes de voies de signalisatioŶ pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe l’effet oďseƌǀĠ de Đes peptides suƌ le 
phénotype des cellules EF.  Nous avons choisi de nous focaliser sur le peptide (R/W)9 car, des trois 
peptides vecteurs présentant une activité biologique, nous avons jugĠ Ƌu’il Ġtait le CPP le plus 
prometteur (cytotoxicité plus faible que (R/W)16 et daǀaŶtage d’iŶfoƌŵatioŶs suƌ soŶ effet ďiologiƋue 
que pour R9). 
L’oďjeĐtif gloďal de Đe pƌojet de thğse est le suiǀaŶt :  
CoŵpƌeŶdƌe l’effet ŵolĠĐulaiƌe du peptide ǀeĐteuƌ ;R/WͿ9 sur le phénotype de cellules 
ŵodğles du saƌĐoŵe d’EǁiŶg. 
Présentation du projet de recherche 
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Pour progresser vers cet objectif, nous nous sommes appuyés sur deux stratégies complémentaires : 
une stratégie ciblée et une stratégie de protéomique différentielle globale. 
Le principe de la stratégie ciblée est le suivant : Đaptuƌeƌ et ideŶtifieƌ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaction du 
peptide pour approcher soŶ ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ. DaŶs la stƌatĠgie ĐiďlĠe nous allons distinguer deux 
tǇpes d’eǆpĠƌieŶĐes : les expériences reposant sur le photocross-linking réalisées majoritairement in 
cellulo Ƌui soŶt l’oďjet du Đhapitƌe ϱ et les eǆpĠƌieŶĐes de pull-down qui sont décrites dans le 
chapitre 6. 
Le principe de la stratégie différentielle est, quant à lui, d’Ġǀalueƌ l’iŶflueŶĐe, l’iŵpaĐt de la pƌĠseŶĐe 
du peptide (R/W)9 dans le milieu cellulaire en comparant le protéome des cellules EF incubées avec le 
peptide par rapport à celui de cellules identiques mais non soumises à l’aĐtioŶ de ;R/WͿ9. Cette 
stƌatĠgie de pƌotĠoŵiƋue diffĠƌeŶtielle gloďale s’est appuǇĠe suƌ la teĐhŶiƋue de protéomique 
quantitative SILAC et est détaillée dans le chapitre 7.  
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Chapitre 4 : Cross-linking chimique couplé à la 
spectrométrie de masse pour étudier 
l’iŶteƌaĐtioŶ des CPPs ;R/WͿ9 et (R/W)16 avec 
l’aĐtiŶe. 
 OďjeĐtifs de l’aƌtiĐle ϭ I.
L’Ġtude ŵeŶĠe au laďoƌatoiƌe suƌ l’effet des peptides ǀeĐteuƌs ;R/WͿ9 et (R/W)16 sur les cellules 
tuŵoƌales EF a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe leuƌ aĐtiǀitĠ de ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe. De plus, 
différentes expériences réalisées in vitro aǀeĐ de l’aĐtiŶe G ont indiqué la possibilitĠ d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ 
diƌeĐte aǀeĐ l’aĐtiŶe pouƌ eǆpliƋueƌ l’effet des peptides suƌ le phénotype des cellules EF [2]. Nous 
aǀoŶs ǀoulu alleƌ plus loiŶ daŶs la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de l’iŶteƌaction des peptides (R/W)9 et (R/W)16 avec 
l’aĐtiŶe G et avons pour cela choisi de mettre au point une méthode de cross-linking chimique 
ĐouplĠe à la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse. Ce tƌaǀail d’eǆploƌatioŶ ƌĠalisĠ in vitro en cross-linking 
chimique nous a permis de mettre au point sur un système simple (une protéine et un peptide 
vecteur) les conditions optimales pour réaliser une réaction de cross-linking. Par ailleurs, ceci nous a 
peƌŵis de ŵettƌe au poiŶt les ĐoŶditioŶs de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ des Đoŵpleǆes cross-linkés 
(biotine/streptavidine) et leur analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF et nanoLC-ESI-
LTQ/Oƌďitƌap. Ce tƌaǀail s’est ƌĠǀĠlĠ iŶdispeŶsaďle pouƌ la suite de Ŷotƌe Ġtude ƌĠalisĠe daŶs des 
milieux beaucoup plus complexes. 
De manière à obteŶiƌ uŶ ŵaǆiŵuŵ d’iŶfoƌŵatioŶs, Ŷous aǀoŶs iŶtĠgƌĠ daŶs Ŷotƌe ŵĠthode deuǆ 
stratégies complémentaires : la première stratégie repose sur l’aŶalǇse des complexes entiers via 
une analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF en mode linéaire des milieux de cross-linking, la 
deuxième stratégie, qui est qualifiée de stratégie bottom-up, ĐoŶsiste eŶ l’aŶalyse par spectrométrie 
de masse en tandem des espèces cross-linkées obtenues après digestion enzymatique (trypsine) des 
complexes. La première technique vise à obtenir la composition des complexes entiers, la deuxième 
a pour objectif de préciser les zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶs des CPPs aǀeĐ les pƌotĠiŶes. 
EŶ paƌallğle de l’Ġtude ƌĠalisĠe aǀeĐ l’aĐtiŶe, Ŷous aǀoŶs tƌaǀaillĠ aǀeĐ l’alďuŵiŶe, uŶe pƌotĠiŶe 
modèle, qui nous a peƌŵis de ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ les Đoŵpleǆes ƌĠalisĠs aǀeĐ l’aĐtiŶe. CepeŶdaŶt, 
Đette pƌotĠiŶe Ŷ’a pas ĠtĠ Đhoisie au hasaƌd, en effet, Futaki et al. ont montré que des protéines du 
séƌuŵ telles Ƌue l’alďuŵiŶe iŶteƌagissaient avec les CPPs riches en arginines et pouvaient modifier 
leur internalisation [275]. Ainsi nous avons cherché à voir si cette interaction existait aussi dans le cas 
des CPPs (R/W)9 et (R/W)16. 
 Principaux résultats  II.
1. Compositions des complexes 
En MALDI-TOF, le caractère acide de la matrice ne permet pas de préserver les interactions non 
covalentes. Par contre, Đette ŵĠthode est paƌfaiteŵeŶt adaptĠe pouƌ l’Ġtude de Đoŵpleǆes eŶtieƌs 
stabilisés par cross-linking chimique. 
Résultats : Etude par crosslinking chimique-MS de l’iŶteƌactioŶ ;R/WͿ9-actine  
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Pour décrire de manière quantitative les spectres MALDI-TOF obtenus pour les complexes entiers 
cross-linkés, nous avons développé un outil appelé SIMUL-XL Ŷous peƌŵettaŶt d’oďteŶiƌ uŶe 
estimation précise du nombre moyen de cross-linkers et de CPPs entrant dans la composition des 
complexes. Ce programme SIMUL-XL, développé par Gérard Bolbach (Visual basic), nous a, par 
exemple, permis de déterminer que pour un mélange 1:1 (R/W)9-albumine (10 µM-10 µM), le 
Ŷoŵďƌe ŵoǇeŶ de CPP ĐoǀaleŵŵeŶt fiǆĠ est λ = 0,95 avec un nombre moyen de cross-linkers 
<N=49> (écart-type σ = 5) (cf. figuƌe Ϯ de l’aƌtiĐleͿ. Pour un mélange 1 : 1 (R/W)9-actine (10 µM-10 
µM), le Ŷoŵďƌe ŵoǇeŶ de CPP ĐoǀaleŵŵeŶt fiǆĠ est λ = 0,3 avec un nombre moyen de cross-linkers 
<N = 8>  (écart type σ = 2)  indiquant un rendement de cross-linking plus faible dans le cas de ce 
deuxième système.  
2. Zones d’iŶteƌaĐtioŶ 
L’ideŶtifiĐatioŶ des zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ à paƌtiƌ des speĐtƌes M“ et M“/M“ des espğĐes Đƌoss-linkées 
a pu ġtƌe ƌĠalisĠe de ŵaŶiğƌe autoŵatisĠe aǀeĐ l’utilisatioŶ du logiĐiel XliŶk-Identifier développé par 
nos collaborateurs [150] et adapté pour notre système. 
Les ŵġŵes zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶs oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes pouƌ les CPPs ;R/WͿ9 et (R/W)16 en complexes 
avec les protéines actine et albumine. 
Pour les systèmes (R/W)9 ou (R/W)16-aĐtiŶe ϰ zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶs de la pƌotĠiŶe oŶt ĠtĠ ŵises eŶ 
évidence : La zone [35–57] comprenant les lysines cross-linkées K45 et K56, la zone [91–111] 
comprenant la lysine cross-linkée K108, la zone [202–210] comprenant la lysine cross-linkée K208 et 
la zone [308–333] comprenant les lysines cross-linkées K310, K321 et K323. OŶ peut s’ĠtoŶŶeƌ de Ŷe 
pas tƌouǀeƌ uŶe plus gƌaŶde spĠĐifiĐitĠ d’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ uŶ ou deuǆ sites pƌiǀilĠgiĠs. Il se peut Ƌue 
la nature à la fois chargée positivement et hydrophobe confère à la fois la possibilité aux peptides 
(R/W)9 et (R/W)16 d’iŶteƌagiƌ de ŵaŶiğƌe spĠĐifiƋue ŵais aussi de se lieƌ ǀia des iŶteractions non 
spécifiques simplement du fait de leur composition chimique. Cependant, parmi ces quatre zones 
deux, [46–57] et [202–210], pouƌƌaieŶt aǀoiƌ uŶ iŶtĠƌġt ďiologiƋue puisƋu’elles sont connues pour 
leuƌ iŵpliĐatioŶ daŶs la ŵodulatioŶ de la dǇŶaŵiƋue de l’aĐtiŶe [276]. De plus, la zone d’iŶteƌaĐtioŶ 
[46–57] fait paƌtie du doŵaiŶe de liaisoŶ à l’aĐtiŶe de la thǇŵosiŶe βϰ et pouƌƌait paƌ ĐoŶsĠƋueŶt 
expliquer le déplacement de la thymosine βϰ par (R/W)16 observé lors des expériences de 
compétition en RMN [2]. 
Pour les systèmes (R/W)9 ou (R/W)16-alďuŵiŶe ĐiŶƋ zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ oŶt Ġté identifiées [24–44], 
[210–218], [233–248], [452–459] et [548–557] quel que soit le ratio protéine : CPP utilisé (1:1 ou 
10:ϭͿ iŶdiƋuaŶt Ƌue paƌŵi Đes diffĠƌeŶts sites auĐuŶ Ŷ’est ĐoloŶisĠ de ŵaŶiğƌe pƌĠfĠƌeŶtielle. 
L’alďuŵiŶe seŵďle ġtƌe Đapaďle de fiǆeƌ un grand nombre de CPPs, dans des zones multiples et 
réparties sur sa surface exposée, sans spécificité apparente, ce qui va dans le sens du rôle de 
transport/protection que cette protéine exerce dans le sang. 
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Cell penetrating peptides (CPPs) are attracting attention because of their ability to  deliver
biologically active molecules into cells. On their way they can  interact with membrane and
intracellular proteins. To fully understand and improve CPP efficiency as  drug delivery tools,
their partners need to be identified. To investigate CPP-protein complexes, chemical cross-
linking coupled to mass spectrometry is a  relevant method. With this aim, we  developed an
original approach based on two parallel strategies, an intact complex analysis and a  bottom-
up  one, to have a global characterization of the cross-linked complexes composition as well
as  a  detailed mapping of the interaction zones.
Biological significance: The robust and efficient cross-linking-MS workflow presented here can
easily be adapted to any CPP-protein interacting system and could thus contribute to a  better
understanding of CPPs activity as  cell-specific drug delivery tools. We validated the  relevancy
of this cross-linking-MS approach with two biologically active CPPs, (R/W)9 and (R/W)16, and
two interacting protein partners, actin and albumin, previously reported using isothermal
titration calorimetry (ITC) and NMR. Cross-linking-MS results obtained on these previous
studies allowed us to go  further by providing a detailed mapping of the interaction zones.
The  identified interaction zones between actin and CPPs (R/W)9 and (R/W)16 are biologically
meaningful. Two cross-linked zones [46–57] and [202–210] of actin are indeed involved in
the  modulation of its dynamics. Moreover, [46–57] domain has also been described as one
interaction domain for thymosin 4 whose actin binding can be  displaced by competition
with (R/W)16 (NMR experiments).
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1.  Introduction
Twenty years ago, the discovery of peptides able to ubiq-
uitously cross cellular membranes commonly named cell
penetrating peptides (CPPs), with very limited toxicity,
launched a novel field in molecular delivery based on these
non-invasive vectors. Most CPPs are positively charged pep-
tides though the  presence of few anionic or hydrophobic CPPs
was also demonstrated. After a  decade of debate on the  traf-
ficking routes of CPPs to the  heart of cells, it  is now more
or less accepted that these peptides use concomitantly dif-
ferent internalization pathways, including pinocytosis and
direct membrane translocation processes [1]. CPPs are gener-
ally considered as biologically inert intracellular delivery tools.
However, some CPPs have intrinsically biological activity and
are part of a recently described class of CPPs baptized biopor-
tide [2].
For instance, previous studies showed, that only the  two
CPPs (R/W)9 and (R/W)16 (RRWWRRWRR and RRWRRWWR-
RWWRRWRR respectively) among other CPPs tested, are able
to remodel the actin cytoskeleton in oncogen transformed
NIH3T3/EWS-Fli cells once these CPPs had crossed the plasma-
membrane [3].  In order to explain the actin-remodeling
activity of the two CPPs, the  hypothesis of a direct interac-
tion with actin was  tested. (R/W)9 and (R/W)16 peptides were
actually found to directly interact in vitro with G-actin by NMR
and ITC experiments [3] (Kd ≈  10 M and Kd = 0.4 M,  respec-
tively). In addition, competitive binding experiments by NMR
showed that (R/W)16 was able to displace the actin sequester-
ing protein thymosin 4  from G-actin [3].
It was also recently reported that arginine-rich CPPs inter-
act with serum proteins like albumin, modifying their ability
to internalize in cells [4].  Therefore our aim in  this study was
to analyze further the interaction of (R/W)9 and (R/W)16 with
actin and albumin.
For this purpose, chemical cross-linking was chosen. Cross-
linking reactions are conventionally based on the use of
a bifunctional cross-linker, which is a  carbon chain spacer
bearing reactive sites at both ends that can either be
identical (homobifunctional) or different (heterobifunctional).
Reactive sites are mainly activated esters targeting either
lysine residues (e.g. N-hydroxysuccinimide (NHS) ester) or
cysteine residues (e.g. maleimide ester) although side reac-
tions with tyrosine, threonine and serine have been reported
[5].
By creating a covalent bond between two or more  inter-
acting partners, chemical cross-linking gives a snapshot of a
molecule’s environment and, combined with MS, constitutes
a powerful tool to map  protein-protein or peptide–protein
interactions (distance constraints and interacting domains).
However chemical cross-linking is often characterized by low
reaction yields. In addition, a  wide variety of cross-linked
products are usually created. Therefore, cross-linkers bear-
ing an affinity tag [6,7] allowing selective enrichment of the
sample in cross-linked species have been developed. Cleav-
able cross-linkers [8,9],  isotope labeled cross-linkers [10] or
cross-linkers bearing a  CHCA matrix moiety for MALDI analy-
sis [11] improve detection and identification/characterization
of the cross-linked species. Affinity purification using a
tagged cross-linker or interacting partners [12] and SDS-
PAGE are the  most commonly used off-line techniques but
chromatographic methods like strong cation-exchange (SCX)
[13,14] and size exclusion chromatography (SEC) [15] consti-
tute promising approaches to enrich samples in cross-linked
species.
Analysis of low abundant cross-linked peptides requires
high sensitivity for their detection and high mass accuracy
(mass error < 10 ppm) for their identification since the num-
ber  of combination of two peptides is enormous. Moreover
tandem MS  of cross-linked peptides is required for the char-
acterization of the interaction zones.
A number of tailored softwares have been developed to
deal with the  selective acquisition or interpretation of these
MS/MS spectra. Among others, FINDX [16] has been designed
to selectively fragment inter-protein cross-links by LC–MALDI-
TOF/TOF using 14N/15N mixed isotope strategy, xQuest [13]
is  dedicated to the search of isotopically tagged cross-linked
peptides and CrossWork [17] or Xlink-Identifier [18] support
label-free analyses of chemical cross-linking samples.
In this study, we  set-up a general in vitro analytical workflow
coupling cross-linking and mass spectrometry (cross-linking-
MS), involving enrichment steps as well as  manual or
automated MS and MS/MS data processing to test potential
interacting partners of any CPP sequence.
To validate our cross-linking-MS workflow, we studied the
systems described above: (R/W)9 or  (R/W)16 interacting with
actin or albumin. For this purpose, CPP analogs suitable for
chemical cross-linking experiments, were synthesized with
the following sequences: Biot(O2)-G4-K-RRWWRRWRR-NH2
and Biot(O2)-G4-K-RRWRRWWRRWWRRWRR-NH2,  respec-
tively. The K residue added at the  N-terminus of the peptides
sequences allowed the cross-linking reaction, the biotin
tag (Biot(O2))  was added for purification purpose and was
separated from the biologically active motif by a four G
residues spacer. This {Biot(O)2-Gn-K-}  group is easy to add at
the N-terminus of peptides either manually or automatically
during peptide synthesis whatever the  peptide sequence.
The originality of our approach resides in the compre-
hensive study of the cross-linking reaction mixture from
two  angles: a global view of the interacting system with an
intact complex analysis combined to the precise character-
ization of interacting zones by a  bottom-up analysis. The
intact complex analysis is based on the MALDI-TOF anal-
ysis in linear mode of the cross-linking reaction mixtures
and on the modeling of the spectra obtained using the in-
house SIMUL-XL program. The bottom-up analysis consists
in  the tryptic digestion of the  cross-linking reaction mix-
tures followed by the affinity purification (biotin/streptavidin)
of the biotinylated cross-linked peptides and their analysis
by tandem MS (MALDI-TOF/TOF and/or nanoLC–ESI-Orbitrap).
The MS/MS data are either manually interpreted with the
help of GPMAW software [19] (MALDI-TOF/TOF spectra) or
automatically searched using Xlink-Identifier software [18]
(nanoLC–ESI-MS/MS spectra).
For practical reasons the intact complex analysis was
developed only with (R/W)9 and both actin and albumin pro-
teins. In contrast, the bottom-up analysis was  performed
using both (R/W)9 and (R/W)16 and both actin and albumin
proteins.
e u  p  a o p  e n p r  o t e o m i  c s  3 (  2  0 1 4  )  229–238 231
2.  Experimental
2.1.  Materials
Bovin serum albumin and actin from rabbit muscle were
purchased from Sigma (St. Louis, Missouri, USA). Promix 1,
proteins standard mixture, was  from LaserBio Labs (Sophia
Antipolis, France). Bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3)
was from Thermo Scientific (Waltham Massachussetts,
USA) and the K100 stabilization kit from CovalX (mix of
three cross-linkers 1,1′-(suberoyldioxy)bisazabenzotriazole
(SBAT), 1,1′-(suberoyldioxy)bisbenzotriazole (SBBT) and
1,1′-(glutaroyldioxy)bisazabenzotriazole (GBAT)) (Schlieren,
Switzerland). Trypsin Gold, Mass spectrometry Grade, was
from Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA). Dynabeads
M280 streptavidin-coated magnetic beads were from Invi-
trogen (Carlsbad, New-Mexico, USA). The CPPs (R/W)9:
Biot(O2)-G4-K-RRWWRRWRR-NH2 (m/z 2127.12) and (R/W)16:
Biot(O2)-G4-K-RRWRRWWRRWWRRWRR-NH2 (m/z  3309.76)
were synthesized (Fmoc strategy) and purified in-house.
Ziptip® C4 pipette tips were from Millipore (Darmstadt,
Germany).
2.2. Cross-linking  reactions
Monomeric actin (G-actin) purchased lyophilized in Tris, ATP,
and CaCl2 was dialysed against a  20 mM  HEPES, 150 mM  NaCl,
0.5 mM DTT, 200 M CaCl2,  200 M ATP and 0.005% NaN3
pH 8 buffer (Actin non-denaturing buffer). Stock solutions
of CPP and actin were diluted in the actin non-denaturing
buffer to obtain the desired concentrations (typically 10 M).
For CPP and albumin a  20 mM  HEPES, 150 mM  NaCl buffer
was  used. For all experiments, after 15 min  pre-incubation
of the CPP and protein partners, 50 mM  cross-linkers solu-
tions prepared extemporanely in dimethylformamide (DMF) for
the K100 kit, in  water for BS3, were added to have a  2 mM
final concentration of cross-linkers (200 folds higher than
proteins concentration) and the reactions were allowed to
proceed for 120 min at room temperature (RT) under gen-
tle stirring. Typical cross-linking reactions (XL) volumes were
50 L. For experiments with low peptides concentrations (1 or
0.1 M),  reaction volumes were adapted (200 L and 2000 L
respectively) to allow purifying enough cross-linked peptides.
Control reaction mixtures noted CT were performed in the
same conditions but without cross-linkers. Cross-linking reac-
tions were  quenched by adding Tris-base (final concentration
15 mM).
2.3.  Enzymatic  trypsin  digestion
25 L of samples were submitted to in-solution tryptic diges-
tion. Disulfide bridges were reduced (5 mM dithiothreitol) and
cysteines alkylated (20 mM  iodoacetamide). Trypsin digestion
was  conducted at 37 ◦C overnight (1:30 (w:w) protease-to-
protein ratio).
2.4.  Biotinylated  cross-linked  peptides  affinity
purification
A volume of tryptic digest corresponding to 80 pmol of CPP was
incubated with 200 g of streptavidin-coated magnetic beads
for 60 min at RT under gentle stirring. Beads were conditioned
before use and washed after incubation [12].  Finally, peptides
were eluted from the beads with 5 L  0.1 M hydrochloric acid
(HCl) under gentle stirring (30 min).
2.5.  MS analysis  and  data  treatment
MALDI-TOF spectra were obtained with a  MALDI-TOF/TOF
AB4700 Proteomics Analyzer mass spectrometer (Applied
Biosystems) in positive ions linear or  reflector mode and
delayed extraction. CHCA (Sigma) was used as  the matrix and
solubilized at 5 mg/mL  in 1/1 ACN/0.1% TFA.
Intact complexes analysis in linear mode MALDI-TOF: 0.5 L of
non-digested reaction mixtures purified by C4 Ziptip® were
mixed with an equal volume of matrix and deposited on the
sample holder. A  total of 20,000 laser shots per sample were
acquired in the m/z range 10,000–100,000 (focus mass 60,000).
Modelings of the spectra obtained for intact cross-linked
complexes and corresponding controls were achieved using
SIMUL-XL, a program developed in-house (Visual Basic V6.0).
Bottom-up analysis in reflector mode MALDI-TOF/TOF: After
affinity purification, 0.5 L of the elution mixture was mixed
with 0.5 L matrix and 0.5 L were deposited on the sample
holder. A total of 10,000 laser shots per  spot were acquired
in the m/z range 500–5000. External calibrations were real-
ized using the peptide calibration standard Pepmix4 (Laser
BioLabs). A manual interpretation of the  spectra was done
comparing the cross-linking reaction mixture (XL)  and the
peptide and protein mixture without cross-linker (CT)  spectra.
Differential peaks identified in XL spectrum were confronted
with the cross-linked peptides lists generated in silico using
General Protein Mass Analysis for Windows (GPMAW) version
6.1 [19] (Lighthouse Data, Odense, Denmark) with a  number of
missed-cleavages for trypsin of 2.
NanoLC–ESI-Orbitrap: The complete characterization of the
cross-linked peptides was performed using an Ultimate 3000
Nano-HPLC system (Dionex) coupled with a LTQ-Orbitrap-XL
mass spectrometer (Thermo Scientific). Samples were injected
by the autosampler and concentrated on a  trapping column
(Pepmap, C18, 300 m × 5  mm,  5 m, 100 A˚, Dionex) with water
containing 2% ACN and 0.1% formic acid (solvent A). After
10 min, the peptides were eluted onto the separation column
(Pepmap, C18, 75 m × 150 mm, 2  m 100 A˚, Dionex) equili-
brated with 98% solvent A. Peptides were separated using the
gradient 0–50 min 2–40% solvent B  (98% ACN + 0.1% formic
acid), 50–60 min  40–60% solvent B,  and 60–70 min  60% sol-
vent B at a flow rate of 200 nL/min. The LTQ-Orbitrap mass
spectrometer is outfitted with a  nano ESI interface. Electro-
spray emitters were 360/20 m o.d. ×  10  m i.d. fused-silica
tips (PicoTip Emitter, Standard Coated SilicaTip, New Objec-
tive). The heated capillary temperature and spray voltage were
200 ◦C and 1.5 kV, respectively. Orbitrap spectra (automated
gain control (AGC) 2 × 105) were collected from m/z  300–2000
at a resolution of 30,000 in  the profile mode followed by data
dependent sequential CID and HCD MS/MS spectra of the three
232  e u  p a o p e  n p  r  o t e o m  i  c s  3 (  2 0 1 4 ) 229–238
Fig. 1 – General analytical workflow to in vitro identify and characterize protein partner(s) of a  known CPP. The chemical
cross-linking reaction between a biotinylated CPP, the BS3 cross-linker and a potential protein partner is presented (top
scheme). The cross-linked complexes were characterized using an  intact complex analysis (A) and a bottom-up one (B).
most intense ions with a  normalized energy of 35 for both frag-
mentation modes. A dynamic exclusion time of 60 s was used
to discriminate against previously analyzed ions.
MS/MS  spectra were automatically searched using the
Xlink-Identifier software [18].  Xlink-Identifier is a  search
engine for identifying and characterizing cross-linked pep-
tides from label-free experiments (neither the peptide nor
the cross-linker is isotopically labeled). It  takes the MS/MS
spectra in .dta or .mgf format and the protein sequences in
FASTA format. Search parameters include the fragmentation
technique, the  nature of the dynamic modifications (car-
bamidomethylation (C), oxidation (M)), the maximum number
of missed-cleavages, the  precursor and fragment mass toler-
ance (respectively 10 ppm and 0.6 Da) and finally the definition
of the cross-linker spacer arm mass involved in the formation
of the cross-linking products (96.0211 Da for GBAT, 138.0618 Da
for SBAT, SBBT or BS3).
As mentioned, Xlink-Identifier is a fully automated search
engine specifically for cross-linking analysis. It  is  equipped
with a visualization module allowing researchers to  exam-
ine the annotated MS/MS  spectra and details of each matched
peak.
3.  Results  and  discussion
In this study, we synthesized analogs of (R/W)9 and
(R/W)16 CPPs (Biot(O2)-G4-K-RRWWRRWRR-NH2 and
Biot(O2)-G4-K-RRWRRWWRRWWRRWRR-NH2, respectively)
adapted for cross-linking experiments. To study the interac-
tion of these CPPs with protein partners, a  cross-linking-MS
approach integrating two  parallel strategies, an intact com-
plex analysis and a  bottom-up one, was developed and
optimized (Fig. 1).
3.1.  Chemical  cross-linking  reaction
Actin is a  globular 42 kDa protein that binds an ATP molecule
and a  divalent cation (Mg2+ or Ca2+).  These cofactors are neces-
sary to maintain the  integrity of the protein. Commercial actin
was available as  a  lyophilized powder containing Tris buffer,
which is not compatible with chemical cross-linking because
of its reactive primary amine group. The sample was thus
dialysed against an HEPES buffer also containing appropriate
concentrations of salts  and actin cofactors. Initial concentra-
tion of 10  M was chosen for the  two partners as  the specificity
of chemical cross-linking with activated esters was  demon-
strated in  the low M  range [20].
We worked with a  mixture of three cross-linkers (K100
stabilizing kit): SBAT, SBBT and GBAT (Fig. S-1). This mix-
ture of cross-linkers is  recommended to  stabilize complexes
with a  molecular weight below 100 kDa and allows testing two
spacer lengths at the same time (11.4 A˚ for SBAT and SBBT and
7.7 A˚ for GBAT). The K100 kit cross-linkers were solubilized in
DMF. To make sure that the small proportion of this organic
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Fig. 2 – Positive ions linear mode MALDI-TOF of intact controls and chemical cross-linking reaction mixture. The controls
(REF, CL and CT)  are  presented on the three top spectra, the cross-linking experiment (XL) in the lower spectrum. Mass
spectra were  modeled using SIMUL-XL program. Modelings (black) that best fit the experimental data (gray) are presented in
a box (doubly charged species). : standard deviation, :  average number of (R/W)9, 〈N〉: average number of cross-linker.
solvent is not affecting the protein or peptide conformation
and their interactions and thus the cross-linking reactions
results, experiments were repeated with the  BS3 water sol-
uble cross-linker which has the same spacer arm as SBAT or
SBBT.
Supplementary Fig. 1 can be found, in  the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
3.2.  Intact  complex  analysis:  determination  of  (R/W)9
CPP  –  protein  ratio  in  intact  cross-linked  complexes
Linear mode MALDI-TOF: MALDI-TOF is  usually not a  method
of choice to study non-covalent complexes due to  imperfect
preservation of complexes during target preparation and
unspecific non-covalent multimers desorption due to  spatial
proximity and high concentration in the matrix crystals.
However it is well adapted to the study of covalent complexes
formed using chemical cross-linking. Linear mode MALDI-
TOF analyses of the  intact complexes were carried out after
a simple desalting step of the samples on a  C4 ZipTip®. The
aim was to assess the  efficiency of the cross-linking reaction
by determining the average number of (R/W)9 CPPs covalently
attached per protein, for different reaction conditions.
To assess the contribution of the different components to
the observed signal for a  cross-linking reaction (XL), controls
are necessary: the protein alone (REF), the protein plus the
cross-linker only (CL)  (to assess the mono-links, intra and inter
cross-linked proteins), and the (R/W)9 CPP and the protein
mixture without the cross-linker (CT)  (to assess non-covalent
interactions that could remain even with the acidic CHCA dis-
sociative matrix). Many precautions need to be taken in  the
preparation of these controls and in mass spectra acquisi-
tion (same laser fluence and focus mass as  for XL mixture).
To quantitatively describe the different mass spectra obtained
(number of mono-links, number of peptides covalently or
non-covalently attached) a  dedicated program SlMUL-XL was
developed in our laboratory (Visual Basic V6.0) and is available
as  an  open source on request at gerard.bolbach@upmc.fr.
Modeling of intact interacting species:  The modeling is  based
on the experimental peak profile of the protein alone (singly
and multiply charged ions) (REF spectrum, Fig. 2). To each point
of this profile a  hypothetical distribution of (R/W)9 or mono-
links or (R/W)9 + mono-links is added. The average number of
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mono-links is noted 〈N〉 and of (R/W)9 CPPs is . Mono-links for
which the average number is much greater than one are added
according to a gaussian law with a chosen standard deviation
value , while (R/W)9 CPPs are added according to a  poisson
law since the average number  is less than one.
The final peak profile is build up by superimposition of
all these profiles (Fig. S-2). The comparison of this convo-
luted profile with the  experimental data allows adjusting
the hypothetical distribution of (R/W)9 or cross-linkers or
(R/W)9 +  cross-linkers. The initial profile of the protein alone
is large including the isotopic pattern, initial axial velocity
effects and matrix adducts. In comparison, the isotopic pat-
tern of the (R/W)9 peptide and of the  cross-linker are negligible
and they are thus not taken into account. Simple gaussian
and Poisson distributions were found to fit satisfactory the
experimental data.
Supplementary Fig. 2 can be found, in  the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
This work was performed for both interacting systems,
(R/W)9-albumin and (R/W)9-actin, for two ratios 1:1 and 6:1.
The 1:1 ratio is giving us an indication on the cross-linking
reaction “yield” and the 1:6 ratio (large excess of peptide) was
chosen to see if  the CPP could have more  than one interac-
tion sites on the proteins. Spectra and modelings obtained
for the (R/W)9-albumin system in a  1:1 ratio are presented in
Fig. 2.
The CL mixture was satisfactory fitted with a gaussian dis-
tribution of cross-linkers centered on 〈N = 49〉  with  = 5. This
suggests a very good accessibility of the lysine residues (total
52). The same distribution was found to fit all the  charge states
demonstrating that the covalent attachment is  the major
interaction and that non-covalent attachments are negligible
[21] even in the presence of a  large excess of cross-linkers.
The XL mixture spectrum was correctly fitted for all the
charge states (+1 to  +4) using the previous cross-linker gauss-
ian distribution (〈N = 49〉  and  = 5) and a  Poisson distribution
of (R/W)9 CPP with a  mean value of  = 0.95. Increasing the ratio
(R/W)9-albumin to  6:1, the mean value is  = 3 indicating the
existence of several binding sites on the albumin protein (Fig.
S-3).
Supplementary Fig. 3 can be found, in  the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
For CT samples, we  observed that peaks can be  fitted with a
CPP Poisson distribution with a  mean value strongly depend-
ent on the charge state: 0.7 for +1 and 0.5 for +3. Similar results
were found with both CPPs–protein ratios 1:1 and 6:1. This
observation is in good agreement with in-source dissociation
of the non-covalent complexes in MALDI-TOF [21].
All these results clearly show that a high cross-linking yield
is observed for the (R/W)9-albumin interacting system and
that artifacts due to non-covalent interactions, if any, are neg-
ligible for XL reaction mixture.
For the (R/W)9-actin interacting system in a  1:1 ratio, CL was
fitted with 〈N = 8〉 mono-links and  = 2, indicating that some
of the 17 lysines are likely less exposed than others to the
cross-linkers. The best fit for the XL mixture was obtained with
〈N = 6〉 mono-links and  = 0.3 CPP (data not shown). Hence the
cross-linking yield was low for the (R/W)9-actin system. For a
6:1 ratio, the S/N was too low and mass spectra were thus not
interpreted using SIMUL-XL program.
The results of this strategy devoted to intact complexes
show an in vitro direct interaction of (R/W)9 CPP with both albu-
min  and actin. It also easily gives access to the efficiency of
the cross-linking reaction, by providing an estimation of the
average number of accessible lysine residues and covalently
attached CPPs. Cross-linked complexes obtained with a  rela-
tively high yield could correspond to a  rather homogeneous
or heterogeneous population. This was  further studied using
the bottom-up analysis.
3.3.  Bottom-up  analysis:  characterization  of  the
interacting  zones  between  (R/W)9 or  (R/W)16 CPPs  and
actin or  albumin  proteins
MALDI-TOF analysis of the  purified cross-linking digests
revealed a  robust, reproducible and efficient method to  eval-
uate and optimize the cross-linking experiments workflow
(evaluation of the  efficiency of the affinity purification step,
the specificity of the cross-linking reactions, the  influence of
the CPP to protein ratio etc.).
Purification of the biotinylated tryptic cross-linked peptides.
Among the possible products of the  cross-linking reactions,
we  had to  distinguish between the mono-linked species on
one of the partner (CPP or protein) of the complex, the intra-
or inter-protein cross-linked products and the cross-linked
products involving both the CPP and the protein, the latter
being those of interest. After in-solution trypsin digestion of
the cross-linking (XL) and control (CT)  mixtures, species con-
taining the tryptic biotinylated CPP were selectively enriched
through a  biotin/streptavidin affinity purification step using
streptavidin-coated magnetic beads. An improvement of the
initial protocol [12] was achieved by adding a  10  min  incuba-
tion step of the beads in 100% ACN to  remove non-specifically
adsorbed species. The elution step was also adapted to the
cross-linking-MS workflow to  allow the elution of the cross-
linking products in an aqueous phase compatible with the
nanoLC–MS/MS system. Three different acidic elution solu-
tions were compared: 0.1% TFA, 10% formic acid (FA) and 0.1 M
HCl, the  latter turned to be the most efficient. MALDI-TOF
analysis of the streptavidin beads directly spotted onto the
sample holder after treatment with 0.1 M HCl revealed that the
great majority or even the totality of the cross-linked species
were released from the beads.
Fig. S-4 emphasizes the absolute necessity of a purifi-
cation/enrichment step for the observation of subpicomole
cross-linked products. Moreover this enrichment is  highly
selective as the MALDI-TOF analysis of the purified sam-
ples showed only few hydrophobic albumin tryptic peptides
non-specifically adsorbed on the beads. It is important to
notice that biotin/streptavidin affinity purification performed
on intact complexes prior to trypsin digestion revealed unsuc-
cessful. In this case, the recognition of the biotin tag by the
streptavidin molecules is  likely hindered when the CPPs (2.1
or 3.3 kDa) are associated to a bulky protein (42 kDa  for actin
and 66  kDa for albumin).
Supplementary Fig. 4  can be  found, in the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
Manual bottom-up MALDI-TOF data analysis. For XL exper-
iments of both CPP-actin and CPP-albumin interacting
systems, a visual comparison of the MALDI-TOF spectra of
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Fig. 3 – Positive ions reflector mode MALDI-TOF of reaction mixtures after biotin/streptavidin affinity purification for
actin-(R/W)9 and albumin-(R/W)9 interacting systems. XL stands for cross-linking experiments with actin or albumin (A1,
B1), CT are the corresponding controls without cross-linking agents (A2, B2).
XL and CT reactions, allowed to identify discriminating peaks
appearing only in the XL reaction. Fig. 3 shows XL and CT
MALDI spectra obtained for the (R/W)9 CPP-actin or  (R/W)9
CPP-albumin systems. Same peaks were obtained with the
(R/W)16 CPP corresponding systems.
The manual confrontation of this list of discriminating
peaks with the  GPMAW list of predicted cross-links led to the
identification of cross-linked peptides (Table 1). Sequences of
cross-linked peptides are presented in Table S-1.
Supplementary Table S-1 can be  found, in the online ver-
sion, at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
As external calibration of each spectrum was realized on
the nearest position, the cross-linked peptides were identified
with a very satisfying mass accuracy (<20 ppm) providing a
good confidence in the results. For the (R/W)9 or (R/W)16-actin
interacting system a  total of nine cross-linked peptides were
reproducibly (five independent experiments) identified, which
correspond to four different zones (six lysines) of the protein
and for (R/W)9 or (R/W)16-albumin, eight cross-linked peptides
were identified as five different zones (seven lysines) of the
protein.
Specificity of the cross-linking reaction: To look at the speci-
ficity of the reaction, we achieved a  competition experiment
with both actin and albumin. Therefore, 10 M of (R/W)9 CPP
were incubated with 10  M of each protein and 2 mM  of BS3
cross-linker. The MALDI-TOF spectra of the purified digests
showed peaks corresponding to cross-linked peptides with
actin and with albumin. Even if  the intensity of the  peaks could
not be directly related to  their abundance in MS,  the  close
relative intensity of the peaks corresponding to cross-linked
peptides with both proteins, strongly suggested that associa-
tion constants of (R/W)9 CPP for actin and albumin were within
the same range of values.
The specificity of the cross-linking reaction was  also
checked by incubating (R/W)9 CPP (10 M)  with Promix1,
a commercial mixture of three proteins: insulin (4 M),
cytochrome C (12 M) and myoglobin (16 M) in the presence
of the K100 kit of cross-linkers. The comparison of the MALDI-
TOF spectra (reflector positive ions mode) of the cross-linking
(XL) and control (CT) purified digests revealed no discrimi-
nating peaks. This is in good agreement with the absence
of formation of complexes between (R/W)9 CPP and these
proteins, that was observed with the  intact complex analy-
sis (Fig. S-5). Actually, these three proteins insulin (pI  = 7.6),
cytochrome C  (pI = 9.6) and myoglobin (pI  = 7.2) have either
neutral or basic pI whereas actin (pI = 5.2) and albumin (pI  = 5.8)
both have acidic pI (UniprotKB database/ProtParam tool pI val-
ues). Therefore interactions between actin/albumin and the
polycationic (R/W)9 or (R/W)16 CPPs are likely electrostatic, at
least partly.
Supplementary Fig. 5 can be found, in the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
MALDI-TOF/TOF characterization of the cross-linked peptides.
MALDI-TOF/TOF fragmentation of these ions gave mostly
weak intensity and poor quality spectra. However in most
spectra, identical series of peaks at m/z 259.1, 316.1, 373.1,
430.1 were observed corresponding to the N-terminal ions of
the biotinylated tag added to the CPPs sequences (Biot(O2),
Biot(O2)-G, Biot(O2)-GG and Biot(O2)-GGG respectively). This
fragmentation highly competes with the formation of other
fragments, which partly explains the poor quality of the high
collision energy MS/MS spectra. However, the formation of
these diagnostic ions constitutes a  relevant marker of the pres-
ence of the biotinylated CPP in the cross-linked species.
The limited number of fragments obtained by MALDI-
TOF/TOF did  not allow characterization of the  branched
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Table 1 – Manual interpretation of cross-linked peptides between (R/W)9 and actin (A) or albumin (B)  using GPMAW
software. Experimental versus simulated m/z  values of identified cross-linked peptides between (R/W)9 and actin or
albumin obtained after trypsin digestion are presented in the two left  columns. The delta mass is in the third column.
Corresponding tryptic peptides of the protein and (R/W)9 are in the two last columns. Sequences of the cross-linked
peptides underlined were  confirmed by MS/MS. Same results were  obtained with (R/W)16.
Exp. m/z  of
potential
cross-linked
peptides
Theo. m/z  value
(GPMAW)
  mass (ppm) Potential tryptic
peptides involved
in  the complex
Potential tryptic
(R/W)9 involved in
the complex
A. Actin-(R/W)9 interacting system
1963.067 1963.079 6.1 322–332 1–7
2056.065 2056.086 10.2 202–210 1–7
2091.153 2091.174 10.0 322–333 1–7
2124.952 2124.95 0.9  46–57  1–6
2281.035 2281.051 7.0 46–57 1–7
2329.208 2329.225  7.3  311–323 1–7
2475.201 2475.24 15.7 308–321 1–7
3223.61 3223.653 13.3 91–111 1–7
3277.543 3277.503  12.2 35–56  1–7
3433.56 3433.605 13.1 35–57 1–7
B. Albumin-(R/W)9 interacting system
1743.916 1743.917 0.5 452–459 1–7
1773.943 1773.932 6.2 242–248 1–7
1916.992 1916.986 3.1 210–218 1–7
1928.016 1928.017 0.5 233–241 1–7
2069.158 2069.142  7.7  548–557 1–7
2120.031 2120.03 0.5  24–34  1–6
or 2120.03 0.5 25–34 1–7
2176.058 2176.049 4.1 35–44 1–7
2276.131 2276.131 0.0 24–34 1–7
or 2276.131 0.0 25–34 1–7
peptides. Moreover, manual identification of cross-linked pep-
tide can be envisaged for simple and well defined interacting
system (e.g. two known partners) but is not suitable for more
complex mixtures. Therefore we developed an online and
automated separation (nanoLC system), data acquisition (ESI-
LTQ-Orbitrap) and data search (Xlink-Identifier) adapted to
more complex systems involving a  known biotinylated pep-
tide or protein with one or several unknown partners. This
automated procedure was  validated with the  same CPPs-
protein (actin or albumin) interacting systems.
NanoLC–ESI-Orbitrap automatic data analysis. NanoLC–ESI-
MS/MS  analyses of the purified digests were performed in
order to confirm cross-linked peptides sequences. We noticed
that these analyses of low abundant peptides had to be done
rapidly after affinity purification to avoid sample adsorption
on the plastic tubes. If the nanoLC–MS/MS analysis was done
within the 2 days following the purification step then the sen-
sitivity of the LTQ-Orbitrap mass spectrometer was adequate
to detect cross-linked peptides and to trigger MS/MS on their
precursor ions.
MS/MS  data treatment via Xlink-Identifier. The MS/MS spectra
generated were searched using Xlink-Identifier [18].  Xlink-
Identifier generates a list of cross-linked peptides for a given
mass tolerance. For our experiments the mass tolerance on
the precursor ions was set at 10 ppm. For each cross-linked
peptides identified, Xlink-Identifier indicates the position of
the cross-linking sites and provides matching scores includ-
ing XlinkScore and the mass accuracy for the  precursor ions
selected (Fig. S-6A and B). A  link is also available to visualize
the corresponding MS/MS  spectrum with identified fragments
from both peptide chains (labeled a  or b)  and highlighted in
different colors according to their type (b, y etc.).
Supplementary Fig. 6  can be  found, in the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
NanoLC–ESI-MS/MS analysis of the  cross-linked peptides
allowed confirming the sequence of 7 out of the 10 cross-linked
peptides previously identified for the CPPs-actin interacting
systems in MALDI-TOF while all except one cross-linked
peptides sequences were confirmed for the CPPs-albumin
complex. Moreover three additional cross-linked pep-
tides were found for the CPPs-albumin systems searching
NanoLC–ESI-MS/MS data with Xlink-Identifier.
The identifications were mainly obtained using CID spectra
and confirmed with HCD spectra (Fig. S-7).  CID spectra were
generally sufficient to validate the sequences.
Supplementary Fig. 7  can be  found, in the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
All the cross-linked peptides identified were the result of a
covalent bond formation between the  CPPs and actin or albu-
min via the longer version of the cross-linker (SBAT or SBBT).
The similar results obtained using the BS3 cross-linker showed
that the leaving group type did not seem to modify the number
or the nature of the cross-linked peptides obtained.
The vast majority of the cross-linked species identified
between the biotinylated CPPs and the  protein partner (albu-
min or actin) contained the biotinylated CPP under the
Biot(O2)-G4-K-R form (residues 1–7) since the covalent link on
the lysine prevents the trypsin cleavage after the K residue.
It is worth noticing that the covalent attachment
of the Biot(O2)-G4-K-R group could be considered as a
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Fig. 4 – X-Ray structure of the complex actin: thymosin 4
(PDB ID) [22]. The actin protein is colored in red, thymosin
4 in green. Interaction zones characterized between the
CPPs (R/W)9 or (R/W)16 and actin [202–210] from
sub-domain 4 and [35–57] from sub-domain 2 are in blue
(the region [40–50] is not visible on the crystal structure
since it has not been crystallized). The lateral chain of the K
residues K56 and K208 of actin, involved in the
cross-linking are  indicated.
post-translational modification of the peptides issued from
the protein digestion and searched in this way with conven-
tional search engine such as Mascot. However, contrary to
Xlink-Identifier, with this type of search we can only have
MS/MS  information on the protein part and scoring of these
cross-linked peptides is not properly made.
Data rationalization in a biological context. Cross-linking
experiments were repeated several times for each interac-
ting systems, giving reproducible results and leading to the
identification of the same interaction zones for each system.
For (R/W)9 or (R/W)16-actin systems four different interaction
zones were found: [35–57] containing the cross-linked K45 and
K56, [91–111] containing the cross-linked K108, [202–210] con-
taining the cross-linked K208 and [308–333] containing the
cross-linked K310, K321 and K323 (Fig. S-8). For (R/W)9 or
(R/W)16-albumin interacting systems five different interaction
zones were identified: [24–44], [210–218], [233–248], [452–459]
and [548–557]. In addition, using the protein, actin or albu-
min, in a large excess (10:1 protein:CPP) gave the same results
indicating that there would not be any preferential interaction
site among the sites identified or any order in  the colonization
of these sites.
Supplementary Fig. 8 can be found, in  the online version,
at doi:10.1016/j.euprot.2014.03.002.
Using PyMOL free software program (DeLano Scientific
LLC), it was  possible to localize the identified interaction zones
on the 3D structure (X-ray crystallography) of the protein for
both systems. Demonstration of a  direct interaction of both
CPPs with the  serum protein albumin is of interest for in vivo
applications, since it might affect positively (protect from
degradation) or  negatively (sequestration of the CPP) the cell
delivery of conjugated cargoes into cells [4]. This interaction
could involve electrostatic, hydrophobic or /cation interac-
tions, which could explain the dispersion and multiplicity of
the interaction zones identified in albumin.
In the  case of actin, three out of the four interaction
zones containing the cross-linked lysines K45/K56, K108,
K310/K321/K323, are located on the outer surface of the pro-
tein and are accessible to the CPPs (Fig. S-8). By contrast, the
cross-linked lysine K208 is located in the close proximity of the
nucleotide binding cleft and is less exposed to the solvent. It
was previously reported that both (R/W)16 and (R/W)9 interact
with G-actin [3]. We identified in this study identical domains
of interaction for the two CPPs in actin. (R/W)16 was shown
previously to  compete with the G-actin sequestering protein
thymosin-ß4 for binding to actin [3]. Interestingly, among
the cross-linked regions identified in this study, the domains
[35–57] (K45 and K56) and [202–210] (K208) are localized within
the binding domain of thymosin-ß4 [22] (Fig. 4), a spatial prox-
imity that could explain the previous results of competition
experiments. Actin polymerization/depolymerization dynam-
ics is a complex process that involves numerous actin binding
proteins (capping, nucleation, elongation, severing or bundle
proteins). Kang and co-workers recently identified two dis-
crete cation-binding sites within F-actin that they described
as “polymerization” (driving actin filament assembly) and
“stiffness” (modulating filament bending rigidity) sites [23].
Knowing that (R/W)9 and (R/W)16 CPPs can induce formation
of stress fibers in cells that genetically lack F-actin formation,
it is of particular interest to find herein that these CPPs bind G-
actin within these two cation-binding regions that have been
described to modulate actin dynamics in cells.
4.  Conclusions
We set up and optimized a  robust and efficient cross-linking-
MS workflow allowing a  complete characterization of in  vitro
CPP-protein interacting systems. This workflow originally
designed for the  study of CPP interaction partners can be
applied to  various interacting systems composed of two or
more  potential protein partners as  soon as one of the two
partners is known and can be  labeled for enrichment purpose
(e.g.: biotin tag). While the intact complex analysis gives reli-
able information on the cross-linking reaction yield and the
cross-linked complexes composition according to the reaction
conditions, the bottom-up analysis allows identification and
characterization of the interaction zones.
Our study based on (R/W)9 and (R/W)16 CPPs illustrates the
necessity of the use of cross-linking-MS for the in  vitro study of
interaction partners, and its complementarity with analytical
techniques such as ITC and NMR.
Other CPPs can now be analyzed using the same strategy, in
particular Tat that was shown to remodel actin cytoskeleton in
actin-encapsulated giant vesicles [24]. Biologically speaking,
we can anticipate that many,  if  not all, CPPs are not so inert
and that similar cross-linking-MS strategies will be helpful to
characterize membrane and intracellular partners for these
peptides. Mapping the domains of interaction by cross-linking
approaches will also help understanding, at least partly, the
biological activity of CPPs.
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Chapitre 5 : Vers la capture in cellulo de 
paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ du peptide ǀeĐteuƌ 
(R/W)9 par photocross-linking et spectrométrie 
de masse 
 
L’idĠe à l’oƌigiŶe de Đette appƌoĐhe est la suiǀaŶte : « Puisque le peptide (R/W)9 est un 
peptide vecteur (ou plus communément CPP pour cell penetrating peptide), profitons de sa capacité 
à s’iŶteƌŶaliseƌ daŶs les Đellules pouƌ ƌĠaliseƌ la Đaptuƌe de ses paƌteŶaiƌes daŶs les ĐoŶditioŶs 
« réelles » c'est-à-dire « in cellulo » . 
Les expériences préalables réalisées en pontage covalent ou cross-linking chimique pour caractériser 
l’iŶteƌaĐtioŶ des peptides ;R/WͿ9 et (R/W)16 aǀeĐ l’aĐtiŶe et l’alďuŵiŶe in vitro (partenaires potentiels 
au vue de la littérature [2]Ϳ oŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l’iŶtĠƌġt de cette technique pour la détermination 
des paƌteŶaiƌes et des zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ ;Đhapitƌe ϰͿ. CepeŶdaŶt, elles Ŷous oŶt ĠgaleŵeŶt fait 
pƌeŶdƌe ĐoŶsĐieŶĐe d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de diffiĐultĠs à suƌŵoŶteƌ pouƌ appliƋueƌ Đe tǇpe de 
stratégie à des mélanges protéiques complexes : faible rendement des réactions de cross-linking 
;ŶĠĐessitĠ d’aǀoiƌ uŶe ĐiŶĠtiƋue de la ƌĠaĐtioŶ de poŶtage eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ la duƌĠe de ǀie des 
complexes), diversité des espèces cross-linkées formées (diversité des protéines partenaires ciblées 
ŵais aussi hĠtĠƌogĠŶĠitĠ des sites de poŶtage suƌ uŶe ŵġŵe pƌotĠiŶe, d’où uŶ sigŶal diluĠ et 
globalement faible) et hydrolyse rapide des groupements réactifs des cross-linkers bifonctionnels. 
De plus, pour être en mesure de capturer des interactions in cellulo, il faut bien entendu que les 
cross-liŶkeƌs puisseŶt fƌaŶĐhiƌ la ďaƌƌiğƌe plasŵiƋue des Đellules, Đe Ƌui Ŷ’est pas le Đas pouƌ 
ďeauĐoup d’eŶtƌe euǆ, et Ƌu’ils aƌƌiǀeŶt iŶtaĐts daŶs le ŵilieu iŶtƌaĐellulaiƌe, c'est-à-dire sans avoir 
suďi d’hydrolyse de leurs fonctions réactives. 
Ainsi, il est rapidement apparu que le cross-linking chimique ne pourrait pas être utilisé pour 
Đaptuƌeƌ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs in cellulo. C’est pouƌ Đette ƌaisoŶ Ƌue Ŷous Ŷous soŵŵes 
tournés vers le photocross-liŶkiŶg Ƌui peƌŵet de pallieƌ le pƌoďlğŵe d’hǇdƌolǇse des gƌoupeŵeŶts 
réactifs et de contrôler précisément le moment où la réaction a lieu, simplement en réalisant une 
iƌƌadiatioŶ UV de l’ĠĐhaŶtilloŶ. 
I. Mise au poiŶt et ǀalidatioŶ ďiologiƋue d’uŶe ǀeƌsioŶ 
photoactivable du CPP (R/W)9 : photo(R/W)9 
1. Design et synthèse de photo(R/W)9  
Ne Ŷous iŶtĠƌessaŶt Ƌu’auǆ paƌteŶaiƌes du peptide ;R/WͿ9 et ŶoŶ à l’eŶseŵďle des iŶteƌaĐtioŶs 
pouvant se faire dans la cellule nous avons choisi de placer un groupement photoactivable de type 
benzophénone directement sur le peptide vecteur. Il a été incorporé en N-ter de la séquence (R/W)9 
via l’additioŶ d’uŶ ƌĠsidu lǇsiŶe doŶt la fonction amine primaire de la chaîne latérale a été 
fonctionnalisée avec un groupement benzophénone [277], [278]. De manière à pouvoir extraire le 
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peptide (R/W)9 aiŶsi Ƌue les paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ auƋuel il se seƌait liĠ de ŵanière covalente, 
Ŷous aǀoŶs Đhoisi de plaĐeƌ uŶe ĠtiƋuette de tǇpe ďiotiŶe à l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale de ce peptide 
ǀeĐteuƌ photoaĐtiǀaďle. AfiŶ Ƌue la ďiotiŶe Ŷe ǀieŶŶe pas iŶteƌfĠƌeƌ aǀeĐ l’aĐtiǀitĠ ďiologiƋue de la 
séquence (R/W)9, un bras espaceur composé de cinq glycines a été introduit entre la biotine et la 
lysine porteuse de la sonde photoactivable. 
Ainsi la structure choisie pour le peptide photoactivable appelé photo(R/W)9 est présentée Figure 32. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32: Structure développée du peptide photo(R/W)9 mettant en évidence les fonctions de ses 
différentes parties constitutives. 
Le bras espaceur constitué de 5 glycines bideutérées ou non est utile pour la quantification du 
peptide internalisé comme nous le verrons dans la partie I.2.b mais permet également de repérer 
facilement les espèces photocross-liŶkĠes loƌs de l’aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse [279]. En 
effet, en utilisant un mélange équimolaire des formes deutérées et non deutérées du peptide 
photo(R/W)9, les espèces contenant le peptide photo(R/W)9 apparaîtront sur les spectres de masse 
sous foƌŵe de douďlets d’Ġgales intensités séparés de 10 Da (et donc normalement sans 
recouvrement de leurs massifs isotopiques) comme illustré Figure 33. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Signal obtenu en spectrométrie de masse MALDI-TOF pour un mélange 1/1 des versions 
deutérées et non deutérées du peptide photo(R/W)9. 
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La synthèse et la purification de ces peptides ont été réalisées par Rodrigue Marquant, membre de 
l’ĠƋuipe ϭ du Laďoƌatoiƌe des BioMolĠĐules ;UMR 7203). 
 
Une fois le peptide synthétisé et avant de commencer à réaliser des expériences de photocross-
linking in cellulo, il Ŷous a fallu Ġǀalueƌ l’effet de la pƌĠseŶĐe de la soŶde photoaĐtiǀaďle suƌ la 
cytotoxicité du peptide photo(R/W)9 ainsi que sur sa ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ daŶs les Đellules, eŶ 
comparaison avec le CPP (R/W)9. Nous avons également dû vérifier que le peptide photo(R/W)9 
ĐoŶseƌǀait la ĐapaĐitĠ de ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe oďseƌǀĠe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt pouƌ le CPP ;R/WͿ9. 
2. Validation biologique de photo(R/W)9 
Pouƌ testeƌ l’effet du peptide photo(R/W)9, nous avons à chaque fois comparé les résultats obtenus à 
ceux du peptide (R/W)9 de référence (thèse de Diane Delaroche). La séquence de ce peptide (R/W)9 
de référence noté (R/W)9 réf est Biot-G4-(R/W)9 (Biot-G4-RRWWRRWRR).  
a. Evaluation de la cytotoxicité du peptide vecteur photo(R/W)9 
L’ĠǀaluatioŶ de la ĐǇtotoǆitĠ du peptide photo;R/WͿ9 a été réalisée avec un test colorimétrique 
appelé CCK-8 (Cell Counting Kit-8) commercialisé par Dojindo. 
Principe de la technique 
Le kit CCK-ϴ est ďasĠ suƌ l’utilisatioŶ du ĐoŵposĠ W“T-8 de couleur légèrement jaune qui est réduit 
en un composé coloré orangé, le formazan, en présence de cellules viables selon le mécanisme décrit 
ci-dessous (Figure 34). La foƌŵatioŶ de Đe ĐoŵposĠ oƌaŶgĠ et l’aďsoƌďaŶĐe du ŵilieu soŶt 
pƌopoƌtioŶŶelles à l’aĐtiǀitĠ des dĠshǇdƌogĠŶases, elle-même proportionnelle au nombre de cellules 
vivantes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34 : Mécanisme de transformation du WST-8 (composé légèrement jaune) en WST-8 formazan 
(composé orange) en présence de cellules viables ;Figuƌe d’apƌğs le site dojiŶdo.ĐoŵͿ. 
Pouƌ Ġǀalueƌ la ĐǇtotoǆiĐitĠ d’uŶ peptide, celui-ci est incubé à différentes concentrations avec une 
quantité donnée de cellules (typiquement, dans notre cas 40 000 ĐellulesͿ. La ŵesuƌe d’aďsoƌďaŶĐe A 
pouƌ les diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de peptide est ƌĠalisĠe à uŶe loŶgueuƌ d’oŶde de ϰϱϬ Ŷŵ. La 
valeur obtenue est comparée à un contrôle négatif A(ctrl nég) correspondant à la solution de peptide 
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seul à la plus forte concentration testée et à un contrôle positif A(ctrl pos) correspondant aux cellules 
eŶ l’aďseŶĐe de peptide. 
Le calcul du pourcentage de viabilité cellulaire pour une concentration donnée est le suivant:                                                                        
 
A(ctrl pos) = Absorbance mesurée dans le puits contenant uniquement des cellules.  
A(ctrl nég) = Absorbance mesurée dans le puits pour le peptide à la plus foƌte ĐoŶĐeŶtƌatioŶ testĠe eŶ l’aďseŶĐe de Đellules. 
A(conc testée) = Absorbance mesurée dans le puits pour les cellules incubées avec une concentration testée de peptide. 
 
Expériences réalisées 
La cytotoxicité du peptide photo(R/W)9 pour les cellules EF a été mesurée après 2 h, 3h30 et 5 h 
d’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ peptides Đoŵpƌises eŶtƌe ϭ et 30 µM (cf. partie matériel et 
méthodes III.1). La cytotoxicité du peptide photo(R/W)9 vis-à-vis des cellules non-tumorales 3T3 a 
également été évaluée et comparée avec celle du peptide (R/W)9 réf. Des triplicats ont été réalisés 
pouƌ ĐhaƋue ĐoŶditioŶ d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe et ĐhaƋue eǆpĠƌieŶĐe a ĠtĠ ƌepƌoduite au ŵiŶiŵuŵ deuǆ 
fois. 
Résultats et commentaires 
Le résultat du test de cytotoxicité du peptide photo(R/W)9 sur les cellules EF est présenté ci-dessous 
(Figure 35). Il indique que le peptide photo(R/W)9 est ĐǇtotoǆiƋue loƌsƋu’il est utilisĠ à uŶe 
concentration supérieure à 7,5 µM.  
 
Figure 35 : PouƌĐeŶtage de ǀiaďilitĠ des Đellules EF à l’issue de Ϯ h, ϯhϯϬ et ϱ h d’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ le peptide 
photo(R/W)9 pour des concentrations comprises entre 1 et 30 µM. NB : La présence de points correspondant 
à une viabilité cellulaire supérieure à 100 % pour une concentration en peptide inférieure à 7,5 µM est liée 
essentiellement  à l’erreur expérimentale sur le nombre de cellules ensemencées dans les puits.   
La valeur seuil de cytotoxicité de photo(R/W)9 pour les cellules 3T3 est identique à celle obtenue 
pour les cellules EF (pas montré). 
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Pour le peptide (R/W)9 ƌĠf auĐuŶe ĐǇtotoǆiĐitĠ Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠe jusƋu’à ϯϬ µM. 
Ainsi il apparaît que la sonde photoactivable de type benzophénone augmente la cytotoxicité du 
peptide puisƋu’oŶ passe d’uŶe aďseŶĐe de ĐǇtotoǆiĐitĠ jusƋu’à ϯϬ µM pouƌ le peptide ;R/WͿ9 réf à un 
seuil de cytotoxicité de 7,5 µM pour le peptide photo(R/W)9. 
Ce seuil de ĐǇtotoǆiĐitĠ est supĠƌieuƌ à la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ pouƌ laƋuelle le ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe a ĠtĠ 
observé avec le peptide (R/W)9 réf. Ainsi il nous faut nous assurer que le peptide photo(R/W)9 
s’iŶteƌŶalise au ŵoiŶs aussi ďieŶ Ƌue le peptide ;R/WͿ9 ƌĠf et Ƌu’il ĐoŶseƌǀe uŶe aĐtioŶ suƌ le 
ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶfĠƌieuƌe à soŶ seuil de ĐǇtotoǆiĐitĠ. 
b. Evaluation de la capacitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide ǀeĐteuƌ photo;R/WͿ9 
Pouƌ Ġǀalueƌ la ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide photo;R/WͿ9 dans les cellules EF nous avons fait 
appel à une méthode de quantification par spectrométrie de masse MALDI-TOF mise au point au 
laboratoire [256].  
Principe de la méthode 
Cette teĐhŶiƋue de ƋuaŶtifiĐatioŶ du peptide iŶteƌŶalisĠ daŶs des Đellules ƌepose suƌ l’utilisatioŶ d’uŶ 
étalon interne marqué isotopiquement par incorporation de glycines bideutérées au lieu des glycines 
non deutérées au niveau du bras espaceur. Ce marquage isotopique confère à ce peptide étalon des 
propriétés physico-chimiques identiques à celles du peptide non deutéré correspondant. Ces deux 
peptides oŶt aiŶsi des ĐoŵpoƌteŵeŶts ideŶtiƋues loƌs de l’Ġtape de purification par affinité et ils vont 
être ionisés et détectés de la même façon en spectrométrie de masse.  
Le schéma ci-dessous (Figure 36) reprend les différentes étapes du protocole (cf. partie matériel et 
méthodes III.2Ϳ. Tout d’aďoƌd, le peptide est incubé à une concentration donnée (ex : 10 µM) avec un 
nombre de cellules connu (ex : 106 cellules). Cette incubation est généralement réalisée à la 
température de 37 °C (température physiologique) pour laquelle les différents mécanismes 
d’iŶteƌŶalisatioŶ dĠpeŶdaŶts ou ŶoŶ d’uŶ appoƌt d’ĠŶeƌgie soŶt possiďles. Ce pƌotoĐole a ĠgaleŵeŶt 
ĠtĠ optiŵisĠ à ϰ °C pouƌ peƌŵettƌe d’Ġǀalueƌ uŶiƋueŵeŶt la ĐoŶtribution des mécanismes 
d’iŶteƌŶalisatioŶ iŶdĠpeŶdaŶts de l’ĠŶeƌgie (translocation directe). En effet, à 4 °C, la cellule ne peut 
plus sǇŶthĠtiseƌ d’ATP. 
A la fiŶ de l’iŶĐuďatioŶ, les cellules sont lavées et le peptide lié à la membrane (non internalisé) est 
digĠƌĠ à la tƌǇpsiŶe. DaŶs le Đas d’uŶe iŶĐuďatioŶ à ϰ °C, la tƌǇpsiŶe est ƌeŵplaĐĠe paƌ de la pƌoŶase, 
enzyme qui conserve son activité à basse température. UŶe ƋuaŶtitĠ ĐoŶŶue d’ĠtaloŶ deutĠƌĠ est 
alors introduite dans un volume connu de tampon de lyse. Il est iŵpoƌtaŶt d’iŶtƌoduiƌe l’ĠtaloŶ le 
plus tôt possiďle daŶs la sĠƋueŶĐe d’ĠǀĠŶeŵeŶts afiŶ Ƌu’il suďisse les ŵġŵes Ġtapes Ƌue le peptide 
non marqué, en particulier cela permet de suivre les éventuelles dégradations du peptide. Les lysats 
cellulaires obtenus sont incubés avec des billes magnétiques greffées de streptavidine afin de 
récupérer par affinité les peptides internalisés et les peptides étalons qui sont tous deux porteurs 
d’uŶe ĠtiƋuette ďiotiŶe. Ces billes sont par la suite incubées en conditions acides avec de la matrice 
CHCA Đe Ƌui peƌŵet l’ĠlutioŶ des peptides ďiotiŶǇlĠs et le dĠpôt diƌeĐt des Ġluats suƌ uŶe plaƋue 
MALDI pour leur analyse en spectrométrie de masse. 
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Figure 36 : Les différentes étapes du protocole de quantification de l'internalisation d'un peptide vecteur 
(CPP) (Figure tirée de [256]). 
Expériences réalisées 
La ĐapaĐitĠ d’iŶternalisation du peptide photo(R/W)9 dans les cellules EF a été évaluée à 37 °C à 
l’issue d’uŶe iŶĐuďatioŶ de ϳϱ ŵiŶ aǀeĐ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eǆtƌaĐellulaiƌes eŶ peptides égales à 5 et 
7,5 µM. La quantification du peptide (R/W)9 réf internalisé a été réalisée en parallèle pour ces mêmes 
concentrations en guise de contrôle. 
Résultats et commentaires 
Le graphique ci-après (Figure 37) récapitule les résultats obtenus pour les expériences 
d’iŶteƌŶalisatioŶ des peptides photo;R/WͿ9 et (R/W)9 réf réalisées sur les cellules EF. 
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Figure 37 : Résultats obtenus pour les expériences de quantification de l'internalisation des peptides 
photo(R/W)9 et (R/W)9 réf dans les cellules EF à 37 °C pour des concentrations extracellulaires en peptides de 
5 et 7,5 µM et une période d'incubation de 75 min.  
Tout d’aďoƌd, Đes ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue le peptide photo;R/WͿ9 a uŶe ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ 
daŶs les Đellules EF supĠƌieuƌe d’uŶ faĐteuƌ ϱ à ϭϬ paƌ ƌappoƌt à Đelle du peptide (R/W)9 réf pour des 
concentrations extracellulaires de 7,5 et 5 µM, respectivement.  
Ainsi, la cytotoxicité augmentée du peptide photo(R/W)9 par rapport au peptide (R/W)9 réf 
pouƌƌait ġtƌe ĐoŵpeŶsĠe daŶs Ŷos eǆpĠƌieŶĐes, paƌ uŶe ŵeilleuƌe ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisation. 
L’hǇdƌophoďie iŵpoƌtaŶte de la soŶde ďeŶzophĠŶoŶe ĐoŶfğƌe au peptide uŶe ŵeilleuƌe affiŶitĠ pouƌ 
la membrane plasmique et peut expliquer, au moins partiellement, sa meilleure capacité 
d’iŶteƌŶalisatioŶ.  
EŶsuite, Đes ƌĠsultats iŶdiƋueŶt l’iŶfluence importante de la concentration extracellulaire en peptides 
sur la quantité de peptides internalisée. En effet, le peptide photo(R/W)9 s’iŶteƌŶalise eŶǀiƌoŶ ϯ fois 
ŵieuǆ à ϳ,ϱ µM ;≈ ϵ pŵol iŶteƌŶalisĠesͿ Ƌu’à ϱ µM ;≈ ϯ pŵol iŶteƌŶalisĠesͿ. CepeŶdaŶt, étant donné 
le seuil de cytotoxicité du peptide photo(R/W)9, nous nous placerons par la suite à une concentration 
extracellulaire en peptides égale à 5 µM peƌŵettaŶt d’aǀoiƌ apƌğs ϳϱ ŵiŶ eŶǀiƌoŶ ϯ pŵol de peptide 
photo(R/W)9 internalisé dans 10
6 Đellules soit uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe d’eŶǀiƌoŶ Ϯ µM 
(volume de 106 Đellules de l’oƌdƌe de ϭ,ϱ µLͿ. 
Paƌ ailleuƌs, les eǆpĠƌieŶĐes d’iŶteƌŶalisation des peptides photo(R/W)9 et (R/W)9 réf réalisées avec 
les Đellules ϯTϯ oŶt doŶŶĠ des ƌĠsultats siŵilaiƌes iŶdiƋuaŶt Ƌue Đes peptides s’iŶteƌŶaliseŶt aussi 
bien dans les cellules non tumorales 3T3 que dans les cellules tumorales EF. 
c. Vérification de l’effet de ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe du peptide photo;R/WͿ9 par 
immunofluorescence 
Nous avons vu précédemment que le peptide photo(R/W)9 présentait une cytotoxicité supérieure à 
celle du peptide (R/W)9 réf mais que cette toxicité plus importante pouvait être compensée par une 
ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ ŶetteŵeŶt supĠƌieuƌe, Đe Ƌui peƌŵet thĠoƌiƋueŵeŶt, eŶ jouaŶt suƌ les 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eǆtƌaĐellulaiƌes de peptides, d’aǀoiƌ uŶe ƋuaŶtitĠ ĠƋuiǀaleŶte de peptide iŶteƌŶalisĠ. 
Il nous faut à présent vérifier que le peptide photo(R/W)9 présente une activité biologique sur les 
cellules tumorales EF comparable à celle observée préalablement pour le peptide (R/W)9 réf ainsi que 
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pour le peptide (R/W)16 à saǀoiƌ sa ĐapaĐitĠ à ƌeŵodeleƌ le ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe, caractérisée par 
un retour des fibres de stress dans les cellules.  
PƌiŶcipe de l’iŵŵuŶofluoƌesceŶce 
L’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe est uŶe teĐhŶiƋue utilisĠe pouƌ ǀisualiseƌ au seiŶ de Đoupes de tissus ou de 
cellules fixées des molécules cibles telles que des protéines, des glycanes ou des petites molécules 
d’oƌigiŶe ďiologiƋue ou ŶoŶ. Ces ŵolĠĐules Điďles soŶt ƌeĐoŶŶues paƌ des aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues Ƌui 
soŶt assoĐiĠs à des fluoƌophoƌes ;gƌoupeŵeŶts Đapaďles d’Ġŵettƌe de la luŵiğƌe apƌğs eǆĐitatioŶͿ. 
Après marquage, les échantillons sont observés grâce à un microscope à fluorescence. La technique 
d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe peut ġtƌe pƌiŵaiƌe ou seĐoŶdaiƌe. Le teƌŵe d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe fait paƌ 
extension également référence au marquage et à la détection de molécules cibles par des ligands de 
haute affinité intrinsèquement fluorescents (ex : DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) pour le 
ŵaƌƋuage de l’ADNͿ ou pouǀaŶt ġtƌe gƌeffĠs paƌ uŶ fluoƌophoƌe ;eǆ : phalloïdine qui lie fortement 
l’aĐtiŶe F).  
Parmi les fluorophores les plus communément utilisés en immunofluorescence se trouvent la FITC, le 
TRITC ou eŶĐoƌe l’Aleǆa Fluoƌ ϱϲϴ ;plus ƌĠsistaŶt au photobleaching c'est-à-dire à la destruction 
photochimique du fluorophore) dont les structures et les caractéristiques spectrales sont présentées 
(Tableau 6). 
Tableau 6 : Exemples de fluorophores communément utilisés en immunofluorescence.  
Nom du fluorophore Structure λexcitation (nm) λémission (nm)  
4',6'-diamidino-2-
phénylindole 
(DAPI) 
 
 
350 450-490 
Isothiocyanate de 
tetraméthylrhodamine 
(TRITC) 
 
 
 
 
 
 
 
547 
572 
 
Isothiocyanate de 
fluorescéine 
(FITC) 
 
 
 
 
 
 
 
495 519 
Alexa Fluor 568 
 
 
 
 
 
 
579 
603 
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Expériences réalisées 
Apƌğs aǀoiƌ ŵis au poiŶt les ĐoŶditioŶs de l’eǆpĠƌieŶĐe d’iŵŵuŶofluoƌescence (cf. partie matériel et 
méthodes III.3Ϳ, l’effet du peptide photo;R/WͿ9 sur la morphologie des cellules EF a été observé après 
ϭϴ h d’iŶĐuďatioŶ à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ peptides de 5 µM. Ces cellules ont été comparées avec des 
cellules soumises à des conditions préalablement étudiées à savoir avec (R/W)9 réf à 10 µM et 
(R/W)16 à 10 µM.  
Résultats et commentaires 
Des eǆeŵples d’iŵages ƌepƌĠseŶtatiǀes des populatioŶs Đellulaiƌes oďseƌǀĠes soŶt pƌĠseŶtĠs Figure 
38.  
 
Figure 38 : Images de microscopie de fluorescence réalisées pour confiƌŵeƌ l’effet du peptide photo;R/WͿ9 
suƌ le ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe daŶs les Đellules EF. Le noyau est marqué avec du DAPI (en bleu) 
et l’aĐtiŶe F avec de la phalloïdine-FITC (en vert). 
Le travail de thèse réalisé par Diane Delaroche a consisté en grande partie en la caractérisation de 
l’effet des peptides ǀeĐteuƌs R9, (R/W)9 réf et (R/W)16 suƌ le phĠŶotǇpe de Đellules EF. Pouƌ l’Ġtude 
morphologique par immunofluorescence, trois classes de cellules avaient été définies (non tumorale, 
indéfinie, tumorale) afin de quantifier la proportion de cellules EF de la population traitée par un 
Cellules EF de référence 
 
Cellules 3T3 de référence 
 
1
er
 exemple de cellules EF traitées par 
photo(R/W)9 5µM 
 
2
ème
 exemple de cellules EF traitées par 
photo(R/W)9 5µM 
 
Résultats : Vers la capture de partenaires par photocross-linking in cellulo 
 
- 106 - 
 
peptide ((R/W)9 réf, (R/W)16 ou R9Ϳ pƌĠseŶtaŶt uŶ ƌeŵodelage de leuƌ ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe et uŶ 
retour de fibres de stress (cf. partie présentation du projet de recherche). En effet, dans toute 
populatioŶ Đellulaiƌe, il eǆiste uŶe iŵpoƌtaŶte hĠtĠƌogĠŶĠitĠ et il Ŷ’est doŶĐ pas faĐile d’affiƌŵeƌ Ƌu’il 
y a un changement de morphologie dans la mesure où celui-ci ne sera pas visible sur la totalité des 
cellules. Pour nous il Ŷ’Ġtait ĐepeŶdaŶt pas ƋuestioŶ de ƌefaiƌe Đe tƌaǀail eǆtƌġŵeŵeŶt ĐhƌoŶophage 
Đaƌ Ŷous souhaitioŶs seuleŵeŶt ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌue l’iŶtƌoduĐtioŶ de la soŶde photoaĐtiǀaďle daŶs la 
séquence du peptide vecteur (R/W)9 Ŷ’affeĐtait pas soŶ effet ďiologiƋue. AiŶsi nous nous sommes 
ĐoŶteŶtĠs d’uŶe appƌĠĐiatioŶ Ƌualitatiǀe et aǀoŶs ĐoŵpaƌĠ diffĠƌeŶts ĠĐhaŶtilloŶs de Đellules EF 
traitées par le peptide photo(R/W)9 par rapport à des cellules EF non traitées, à des cellules 3T3 ou 
encore des cellules EF traitées par le peptide (R/W)9 réf, ou le peptide (R/W)16. Ces expériences 
indiquent que le peptide photo(R/W)9 a une activité biologique similaire à celle des peptides 
vecteurs précédemment étudiés.  
Conclusion :  
Les eǆpĠƌieŶĐes de ĐǇtotoǆiĐitĠ, de ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’internalisation du peptide photo(R/W)9 et 
d’ĠǀaluatioŶ paƌ iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe de soŶ aĐtiǀitĠ de ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe daŶs les Đellules EF 
nous ont permis de valider biologiquement le peptide photo(R/W)9 : ce dernier constitue un modèle 
adapté pour aller Đaptuƌeƌ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ via la ƌĠalisatioŶ d’eǆpĠƌieŶĐes de 
photocross-linking in cellulo afiŶ de ŵieuǆ appƌĠheŶdeƌ d’uŶ poiŶt de ǀue ŵolĠĐulaiƌe, l’effet 
oďseƌǀĠ suƌ le ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe. 
 
II. Validation de la faisabilité de la réaction de photocross-linking 
in vitro et ŵise au poiŶt d’outils 
1. Réaction de photocross-linking in vitro 
En parallèle de la validation biologique du peptide photo(R/W)9 nous avons testé la réaction de 
photocross-linking in vitro (cf. partie matériel et méthodes III.4). La protéine albumine de sérum de 
ďœuf ;B“AͿ a ĠtĠ Ŷotƌe pƌiŶĐipal ŵodğle d’Ġtude de la ƌĠaĐtioŶ de photoĐƌoss-linking avec le peptide 
photo(R/W)9. En effet, nous avons pu montrer par des expériences de cross-linking chimique 
préalables, que (R/W)9 interagissait avec de multiples zones d’iŶteƌaĐtioŶ de la B“A. Coŵŵe iŶdiƋuĠ 
précédemment (chapitre 5 Partie I.1.), nous avons systématiquement travaillé avec un mélange 
équimolaire des formes deutérées et non deutérées du peptide photo(R/W)9 (Figure 39) afin de 
reconnaître de façon simple les peptides cross-linkés [279]. 
 
Figure 39 : Représentation schématique du protocole utilisé pour étudier les peptides cross-linkés issus de la 
réaction de photocross-linking du peptide photo(R/W)9 avec la BSA. 
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La formation de la liaison covalente entre le peptide photo(R/W)9 et la protéine partenaire peut 
iŵpliƋueƌ Ŷ’iŵpoƌte Ƌuelle liaisoŶ C-H de Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel aĐide aŵiŶĠ, à ĐoŶditioŶ Ƌue Đelui-ci soit 
aĐĐessiďle et doŶĐ daŶs uŶe sphğƌe d’iŶteƌaĐtioŶ de ƌaǇoŶ Ϭ,ϯϭ Ŷŵ autouƌ du ĐaƌďoŶǇle de la 
benzophénone. Cette réaction initiée par une irradiatioŶ UV à uŶe loŶgueuƌ d’oŶde pƌoĐhe de ϯϲϱ 
nm passe par un mécanisme biradicalaire décrit ci-dessous (Figure 40). La photoirradiation UV 
entraîne l’aĐtiǀatioŶ de la soŶde aǀeĐ la foƌŵatioŶ d’uŶ ďiƌadiĐal C•-O• sur le carbonyle de la 
benzophĠŶoŶe. EŶsuite, l’O• vient arracher un H• sur la molécule partenaire conduisant à la 
foƌŵatioŶ d’uŶ ƌadiĐal C• suƌ le paƌteŶaiƌe et d’uŶe liaisoŶ OH suƌ la ďeŶzophĠŶoŶe. Le C• restant sur 
la benzophénone va se recombiner avec le C• créé sur le partenaire donnant naissance à une liaison 
covalente de type C-C. L’espğĐe photoĐƌoss-linkée obtenue a une masse moléculaire correspondant 
exactement à la somme des masses des deux partenaires.  
 
 
 
 
 
 
Figure 40 : Mécanisme de la réaction de photocross-linking entre une sonde de type benzophénone et une 
protéine.  
Pour la photoirradiation nous avons utilisé le montage artisanal, mais éprouvé, schématisé ci-dessous 
(Figure 41). 
 
Figure 41 : Schéma du montage de photoirradiation UV avec une lampe à tungstène (spectre d’émission très 
laƌge ĐoŵpƌeŶaŶt la loŶgueuƌ d’oŶde  = 365 nm).  
La laŵpe utilisĠe est uŶe laŵpe à tuŶgstğŶe Ƌui a uŶ speĐtƌe d’ĠŵissioŶ tƌğs laƌge Đoŵprenant la 
loŶgueuƌ d’oŶde d’iŶtĠƌġt, à saǀoiƌ ϯϲϱ Ŷŵ, ŵais ĠgaleŵeŶt uŶe zoŶe daŶs l’iŶfƌaƌouge. Cette laŵpe 
ǀa doŶĐ aǀoiƌ teŶdaŶĐe à Đhauffeƌ le ŵilieu ƌĠaĐtioŶŶel au Đouƌs de l’iƌƌadiatioŶ. AfiŶ d’Ġǀiteƌ 
l’ĠǀapoƌatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ, Đelui-ci est placé dans un mélange eau/glace pendant toute 
l’iƌƌadiatioŶ et à uŶe distaŶĐe d’eŶǀiƌoŶ ϱ Đŵ de la laŵpe ;distaŶĐe optiŵisĠe pouƌ uŶ ŵiŶiŵuŵ de 
dĠtĠƌioƌatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ paƌ la Đhaleuƌ et uŶ ƌeŶdeŵeŶt de photoŵaƌƋuage optiŵalͿ. 
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2. Analyses des espèces photocross-linkées par spectrométrie de masse 
MALDI-TOF/TOF et nanoLC-ESI-LTQ-Orbitrap. 
Comme indiqué dans la Figure 39, à l’issue de la photoiƌƌadiatioŶ, uŶe paƌtie du ŵilieu ƌĠaĐtioŶŶel 
est digérée à la trypsine et purifiée sur billes magnétiques de streptavidine de façon à isoler les 
peptides photocross-linkés. Les peptides piégés sont ensuite élués avec une solution acide. Dans le 
Đas d'uŶe aŶalǇse MALDI, l’ĠlutioŶ est ƌĠalisĠe aǀeĐ la ŵatƌiĐe CHCA peƌŵettaŶt aiŶsi uŶ dépôt direct 
sur une plaque MALDI. Dans l'éventualité d'une analyse par nanoLC-ESI-MS/MS, l'élution est réalisée 
aǀeĐ uŶe solutioŶ d’HCl Ϭ,ϭM Đoŵpatiďle aǀeĐ uŶe sĠpaƌatioŶ NaŶoLC. 
a. Analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF. 
Analyse MS 
L’aŶalǇse du ŵilieu réactionnel peptide photo(R/W)9-BSA en ratio 1-1 (20 µM-20 µM), obtenu par 
photoiƌƌadiatioŶ ;ϯϬ ŵiŶͿ suiǀie d’uŶe digestioŶ tƌǇpsiƋue et d’uŶe puƌifiĐatioŶ suƌ ďilles 
magnétiques de streptavidine, donne le spectre de masse présenté Figure 42. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 : Spectre MALDI-TOF (gamme de m/z 1000-3000) obtenu pour le milieu réactionnel de photocross-
linking entre photo(R/W)9 et la B“A à l’issue de la digestioŶ tƌǇpsiƋue et de la puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ. Matrice 
utilisée CHCA. Le doublet 2803-2813 correspond aux formes deutérées et non-deutĠƌĠes d’uŶ peptide 
photocross-liŶkĠ. Il est eŶĐadƌĠ eŶ ďleu Đaƌ Ŷous alloŶs utiliseƌ l’eǆeŵple de sa fƌagŵeŶtatioŶ daŶs la suite de 
ce manuscrit. 
Dans ce spectre MALDI-TOF, seuls des ions sous forme de doublets sont observés. Ceci indique que 
seules les espèces photocross-linkées ou le peptide n'ayant pas réagit ont été enrichis dans ce 
mélange à l'issue de la purification d'affinité biotine/streptavidine. Le doublet pic de base correspond 
au peptide photo(R/W)9 daŶs sa ǀeƌsioŶ la plus Đouƌte oďteŶue apƌğs digestioŶ paƌ la tƌǇpsiŶe Đ’est-
à-dire au motif Biot-G5(
1H/2H)-K(pBz)-R et indique que la réaction de photocross-liŶkiŶg Ŷ’est pas 
totale. Nous observons de nombreux doublets correspondant à des peptides photocross-linkés. Ces 
douďlets oŶt uŶe iŶteŶsitĠ allaŶt jusƋu’à ϱϬ % de l’iŶteŶsitĠ du piĐ de ďase pouƌ ĐeƌtaiŶs, indiquant 
que la réaction présente un rendement satisfaisant dans ces conditions. La réaction de 
photomarquage précédemment décrite conduit à la formation d'un complexe covalent dont la masse 
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est strictement égale à la somme des masses des deux composants, à savoir ici, le motif Biot-
G5(
1H/2H)-K(pBz)-R  du CPP photo(R/W)9 et le peptide trypsique issu de la BSA. Cette hypothèse de 
travail nous a permis de générer facilement avec un tableur Excel, la liste des peptides photocross-
linkés théoriques et d'attribuer les doublets du spectre MALDI-TOF (Tableau 7). Cela nous a permis 
d’oďteŶiƌ ŶotaŵŵeŶt uŶe hǇpothğse ƌoďuste suƌ l’ideŶtitĠ du peptide photoĐƌoss-linké 
correspondant au doublet 2803-Ϯϴϭϯ. Il s’agiƌait de la sĠƋueŶĐe EC!C!HGDLLEC!ADDR (avec toutes 
les cystéines sous forme carbamidométhylée C!) de la BSA covalemment liée au motif Biot-G5(
1H/2H) 
–K(pBz)-R. Ceci a été possible grâce à la bonne précision de la mesure de masse (<20 ppm pour des 
masses allant jusqu'à 3000 Da) et à une liste de peptides photocross-linkés potentiels relativement 
restreinte du fait du partenaire protéique unique et connu.  
Pouƌ l’ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶtƌôle ŶĠgatif, à saǀoiƌ photo;R/WͿ9 + BSA (1:1) sans photoirradiation, aucun 
doublet hormis celui correspondant au peptide photo(R/W)9 digĠƌĠ, Ŷ’est oďseƌǀĠ. 
Tableau 7 : Attribution des doublets observés dans le spectre MALDI-TOF présenté (Figure 42). Les valeurs 
expérimentales et théoriques des m/z des doublets sont présentées dans les deux premières colonnes. Le delta 
de masse est donné dans la 3ème colonne. Les peptides trypsiques de photo(R/W)9 et de la BSA sont présentés 
dans les colonnes suivantes. Le symbole !  indique une modification dynamique, ici la carbamidométhylation 
des cystéines.  
 
 
 
 
 
 
 
Analyse MS/MS 
L’Ġtude des spectres de fragmentation des doublets correspondant aux formes deutérées et non-
deutérées des peptides photocross-liŶkĠs s’est aǀĠƌĠe paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte pouƌ 
caractériser les séquences photomarquées de la BSA et éventuellement, quand cela est possible pour 
définir le site de photocross-liŶkiŶg. Nous alloŶs dĠtailleƌ l’eǆeŵple du douďlet ϮϴϬϯ-2813 encadré 
en bleu sur la Figure 42. 
Avec le spectromètre de masse MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomic Analyzer, Applied Biosystems), la 
fenêtre de sélection utilisée ne permet pas de sélectionner uniquement un des deux ions du doublet 
pour la fragmentation. Il est possible dans certains cas, de déplacer cette fenêtre de sélection vers les 
plus hautes masses (m/z > 2813) ou les plus basses masses (m/z < 2803) pour ne fragmenter qu'un 
seul des deux ions, mais ceci au détriment de la qualité des spectres MS/MS puisqu'une quantité 
d'ions non négligeable est perdue lors de cette opération. Nous avons donc choisi de fragmenter 
simultanément les ions 2803 et 2813 en réglant la fenêtre de sélection sur le rapport m/z 2809 et en 
choisissant une faible résolution R = 30. Le spectre MS/MS obtenu est présenté Figure 43. 
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Figure 43 : Spectre de fragmentation MALDI-TOF/TOF du doublet de peptides photocross-linkés 2803-2813. 
Matrice utilisée CHCA. 
Sur le spectre de fragmentation nous pouvons immédiatement constater que certains fragments sont 
sous forme de doublets (d) et d'autres sous forme de singulets (s). Les ions doublets correspondent à 
des fragments contenant le motif Biot-G5(
1H/2H) tandis que les ions singulets ne le contiennent pas. 
Parmi eux, le pic de base à m/z 1054-1064 correspond à la masse du motif Biot-G5(
1H/2H)-K(pBz)-R et 
résulte de la rupture de la liaison C-C formée entre la benzophénone et la protéine BSA. La rupture 
préférentielle de cette liaison peut traduire une certaine fragilité de la liaison C-C formée du fait de 
l’iŵpoƌtaŶte ĐoŶtƌaiŶte stĠƌiƋue liĠe à la pƌĠseŶĐe des deux cycles benzéniques de la benzophénone 
(Figure 44).   
L’attƌiďutioŶ ŵaŶuelle des fƌagŵeŶts (Figure 43) du spectre représenté, nous a permis de déterminer 
que, dans le cas du peptide EC!C!HGDLLEC!ADDR, la liaison covalente implique une des deux leucines 
de la séquence. Le fragment de m/z 1693,ϲ ĐoƌƌespoŶdaŶt à uŶe ƌuptuƌe eŶ le Cα et le Cβ de la 
ĐhaîŶe latĠƌale d’uŶe leuĐiŶe est l’ĠlĠŵeŶt ĐlĠ appuǇaŶt Đette hǇpothğse. 
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Figure 44 : Représentation schématique de la structure potentielle de l'ion du peptide photocross-linké 
correspondant au doublet 2803-2813. Attribution manuelle du spectre de fragmentation MALDI-TOF/TOF. 
Eǆeŵple aǀeĐ l’hǇpothğse d’uŶe liaisoŶ ĐoǀaleŶte suƌ la deuǆiğŵe leuĐiŶe de la sĠƋueŶĐe de la B“A. Les ďaƌƌes 
verticales bleues correspondent aux sites de fragmentation. Les barres horizontales vertes claires sont pour les 
ions b, et les vertes foncées pour les ions y. (s) pour un ion singulet et (d) pour un doublet. 
 
Tableau 8 : Attribution des fragments du spectre MALDI-TOF/TOF présenté Figure 43. Les valeurs des m/z 
pour les fragments singulets ou doublets sont données dans la première colonne. Le type de fragment b ou y, 
cross-linké ou non, est indiqué dans la deuxième colonne. Les morceaux de séquence correspondant aux 
fragments sont indiqués dans les troisième et quatrième colonnes. Le symbole @ donne la position du site de 
photocross-liŶkiŶg ;iĐi l’hǇpothğse d’uŶe liaisoŶ suƌ la deuǆiğŵe leuĐiŶe est pƌoposĠeͿ. Le sǇŵďole ! indique 
une modification dynamique ici la carbamidométhylation des cystéines. 
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b. Mise au poiŶt d’uŶ outil pouƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des speĐtƌes M“/M“ oďtenus en 
NanoLC-ESI-MS/MS : Xlink-Identifier 2.0 
Nous Ŷous soŵŵes eŶsuite iŶtĠƌessĠs à l’aŶalǇse du ŵġŵe échantillon avec le spectromètre de 
masse ESI-LTQ-Orbitrap XL de la plateforme. En effet, ce système couplé à une chaîne NanoLC et 
dotĠ d’uŶe gƌaŶde ƌĠsolutioŶ est destiŶĠ à l’aĐƋuisitioŶ haut dĠďit de doŶŶĠes et Đapaďle d’isoleƌ 
efficacement et automatiquement des espèces pour les fragmenter. Avec ce système nous avons pu 
obtenir des spectres de fragmentation CID basse énergie et ETD pour tous les peptides photocross-
liŶkĠs de l’ĠĐhaŶtilloŶ. AǀeĐ Đe tǇpe d'appaƌeil, seul uŶ des ioŶs du douďlet est sĠleĐtionné pour être 
fragmenté. 
Nous avons fait appel à l’outil ŵasstag du logiĐiel d’aĐƋuisitioŶ XĐaliďuƌ de manière à fragmenter 
uŶiƋueŵeŶt les ioŶs ǀisiďles sous foƌŵe de douďlets aǀeĐ des piĐs d’iŶteŶsitĠs pƌoĐhes et espaĐĠs de 
10,06 Da dans les spectres MS. Ceci permet d'optimiser le temps imparti à la fragmentation en ne 
fragmentant que les espèces pertinentes. Au-delà de la sélection des espèces d'intérêt à fragmenter, 
le fait d’aǀoiƌ à la fois les speĐtƌes M“/M“ des ǀeƌsioŶs louƌdes et lĠgğƌes d’uŶ peptide facilite 
l’aŶŶotatioŶ des speĐtƌes de fragmentation. Cependant l’attƌiďutioŶ ŵaŶuelle reste fastidieuse 
même dans le cas de partenaires connus et est donc inenvisageable dans le cas de partenaires 
d’iŶteƌaĐtioŶs iŶĐoŶŶus présents dans des milieux complexes tels que des lysats cellulaires, par 
exemple. 
Nous avons essayé de contourner le problème en recherchant les espèces photocross-linkées 
analysées en NanoLC-ESI-MS/MS avec les moteurs de recherche SEQUEST et MASCOT. Pour cela, 
nous avons défini la partie Biot-G5(
1H/2H)-K(pBz)-R de ces espèces comme une modification existant 
sous deux formes, lourde et légère, et pouvant impliquer n'importe lequel des 20 résidus. En effet, la 
ƌĠaĐtioŶ de photoŵaƌƋuage peut eŶtƌaîŶeƌ la foƌŵatioŶ d’uŶe liaisoŶ C-C entre la benzophénone et 
le paƌteŶaiƌe suƌ Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel ƌĠsidu.  
A chaque fois, nous avons pu constater que les ions correspondant aux peptides photocross-linkés, 
bien que très majoritaires dans le spectre MS après enrichissement sur billes de streptavidine, ne 
faisaient pas partie de la liste des peptides identifiés avec un FDR < 1 %. Par contre, nous avons pu, 
paƌ eǆeŵple, tƌouǀeƌ la paiƌe d’ioŶs ϮϴϬϯ-Ϯϴϭϯ paƌŵi les peptides ideŶtifiĠs aǀeĐ uŶ FDR > ϱ % Đ’est à 
diƌe Đeuǆ Ƌui soŶt ĐlassiƋueŵeŶt ƌejetĠs pouƌ l’identification des protéines (cf. tableaux de peptides 
identifiés pour la BSA en annexes N°1). L’eǆeŵple aǀeĐ l’hǇpothğse de la liaison sur la leucine est 
donné Figure 45.  
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Figure 45 : Peptides correspondant à la protéine BSA (P02769) identifiés lors de la recherche avec Mascot de 
l’aŶalǇse NaŶoLC-ESI-MS/MS du milieu de photocross-linking photo(R/W)9-BSA. Les deux dernières lignes 
correspondent aux ions du doublet 2803-2813. Ils sont identifiés avec les modifications notées RW9p ou 
RW9pR0 correspondant à la partie Biot-G5(
1H/2H)-K(pBz)-R sous forme légère ou lourde avec des scores, 
respectivement, de 16 et de 20 et font ainsi partie des peptides avec un FDR > 5 % (points rouges). 
Les moteurs de reĐheƌĐhe ĐlassiƋues Ŷe soŶt doŶĐ pas eŶ ŵesuƌe d’attƌiďueƌ uŶ sĐoƌe 
correctement aux peptides photocross-linkés loƌsƋue l’uŶe des paƌties est dĠfiŶie Đoŵŵe uŶe 
modification. Ce problème pourrait être lié au fait que plusieurs ions fragments obtenus résultent de 
fƌagŵeŶtatioŶs au seiŶ de Đette ŵodifiĐatioŶ, possiďilitĠ Ƌui Ŷ’est pas eŶǀisagĠe daŶs la dĠfiŶitioŶ 
des modifications pour les moteurs de recherche classiques. Ainsi, de nombreux ions ne sont pas 
attribués, conduisant à des scores trop faibles pour être pris en compte dans les résultats avec un 
FDR < 1 %. 
Pouƌ ŵeŶeƌ à ďieŶ Ŷotƌe stƌatĠgie d’ideŶtifiĐatioŶ de paƌteŶaiƌes iŶtƌaĐellulaiƌes paƌ photoĐƌoss-
linking, il nous faut impérativement être en mesure d’iŶteƌpƌĠteƌ les speĐtƌes de fƌagŵeŶtatioŶ des 
peptides photocross-linkés, rapidement et automatiquement, pour à la fois identifier le partenaire et 
la zoŶe d’iŶteƌaĐtioŶ. Nous aǀoŶs aloƌs fait appel auǆ ďioiŶfoƌŵatiĐieŶs de l’ĠƋuipe du Dƌ. Xiuǆia Du, 
avec laquelle nous avions préalablement travaillé pouƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des doŶŶĠes de Đƌoss-linking 
chimique [280], pour développer une nouvelle version du logiciel Xlink-IdeŶtifieƌ Đapaďle d’ideŶtifieƌ 
les espèces photocross-linkées. 
Ce logiciel a été écrit par Adam Baxter en réalisant les étapes suivantes :  
Identification des peptides photocross-linkés 
 Génération des listes de précurseurs (peptides photocross-liŶkĠsͿ susĐeptiďles d’ġtƌe 
observés à partir des fichiers d’eǆteŶsioŶ .fasta de la protéine BSA et de celui créé pour 
photo(R/W)9. 
 Comparaison de la liste des précurseurs fragmentés observés avec la liste théorique des 
pƌĠĐuƌseuƌs gĠŶĠƌĠe à l’Ġtape pƌĠĐĠdeŶte  Identification des peptides photocross-linkés 
sur la base des ratios m/z des précurseurs (mesure en haute résolution et haute précision en 
masse). 
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Identification du site de photocross-linking 
 Génération de listes de candidats : Pour chaque peptide photocross-linké identifié il y a autant 
de site de cross-linking potentiels que de résidus dans le peptide trypsique issu de la protéine qui 
a été liée covalemment  au peptide photoactivable. 
Par exemple, pour la forme non-deutérée du peptide photocross-linké comprenant la séquence 
de la BSA notée ECCHGDLLECADDR (14 résidus) et ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’ioŶ ;M+HͿ+ m/z 2803, nous 
obtenons une liste de 14 candidats pour un spectre MS/MS acquis (Figure 46). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 : Liste de candidats obtenus avec Xlink-Identifier pour le peptide photocross-linké (M+H)
+
 m/z 
2803. Colonne 1 : score calculé par Xlink-Identifier, fonction du nombre de fragments attribués dans le spectre 
MS/MS ; colonne 2 : erreur en ppm sur la masse du précurseur ; colonne 3 : (M+H)+ de l’ioŶ pƌĠĐuƌseuƌ ; 
colonne 4  : ƌĠfĠƌeŶĐe du speĐtƌe M“/M“ aĐƋuis et Ġtat de Đhaƌge de l’ioŶ fƌagŵeŶtĠ ;iĐi speĐtƌe M“/M“ ϳϲϯϳ, 
ions 4+) ; colonne 7 : numéro du candidat. Les colonnes suivantes font référence aux séquences des deux 
espèces liées covalemment. Le symbole @ visible dans les colonnes 9 et 12 indique la position du site de 
photocross-linking. 
 Génération de listes de fragments pour chacun des candidats susceptibles de correspondre au 
peptide photocross-linké. Dans le cas des peptides photocross-linkés il faut considérer 4 types de 
fƌagŵeŶts Ƌuel Ƌue soit le ŵode de fƌagŵeŶtatioŶ ;CID ou ETDͿ. A titƌe d’eǆeŵple, Đes fƌagŵeŶts 
sont schématisés sur la Figure 47 pour le mode de fragmentation CID, c'est-à-dire avec 
génération de fragments b et y. Ces fragments, dans la nomenclature utilisée par Xlink-Identifier 
sont dits "unlinked" si l'ion correspondant est un peptide linaire et "interlinked" si l'ion 
correspondant est un peptide branché. 
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Figure 47 : Schéma des différents fragments b et y (fragmentation CID) pouvant être obtenus à partir d'un 
ion précurseur composé de deux peptides liés covalemment par photocross-linking, dont l'un contient une 
biotine en N-terminal. N.B: la biotine est considérée comme un résidu classique.  
 Comparaison des listes de fragments des différents candidats avec les spectres MS/MS acquis 
pour un peptide photocross-liŶkĠ. AttƌiďutioŶ d’uŶ sĐoƌe à ĐhaƋue ĐaŶdidat suƌ la ďase des piĐs 
identifiés. Les différents ions observés et leur attribution sont présentés Figure 48 pour un des 
candidats (n°1733) correspondant à l'ion précurseur 4+ de l’ioŶ de ;M+HͿ+ m/z 2803. 
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Figure 48 : Exemple de fichier candidat répertoriant les pics identifiés dans un spectre MS/MS donné (ici le 
N°8450) correspondant à un peptide photocross-linké (ici (M+H)
+
 m/z 2803). N.B. : le premier résidu de 
chaque séquence peptidique est numéroté zéro. 
En guise de remarque, on peut noter que le score attribué à un candidat constitue une information 
iŶtĠƌessaŶte pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ du site de photoĐƌoss-liŶkiŶg. Elle Ŷ’est ŵalgƌĠ tout pas suffisaŶte 
pour trancher sur la position du site de photocross-linking car : 
 1) Tous les types de fragments sont traités de la même manière : en effet, le spectre d'un 
ion interlinked avec peu de fragments mais informatifs pourra avoir un score plus faible qu'un 
spectre comportant de nombreux ions fragments non informatifs sur la localisation du site de 
photomarquage ; 
 2) Plusieurs candidats peuvent avoir des scores similaires. 
 
En travaillant sur les listes de fragments, nous avons cherché à établir une procédure pour 
restreindre à quelques, voire à un seul dans l'idéal, le nombre de résidus potentiellement impliqués 
dans la réaction de photocross-linking. Cette procédure est schématisée Figure 49. 
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Figure 49 : Procédure d'identification du (ou des) résidu(s) potentiellement impliqué(s) dans la réaction de 
photocross-linking. Les parties gauche (lettres jaunes) et droite (lettres oranges) de la procédure font 
respectivement référence au traitement des résultats obtenus pour les versions légères, non-deutérées et pour 
les versions lourdes, deutérées des peptides photocross-linkés. A l’Ġtape A, le candidat qui présente le meilleur 
score (cf Figure 46Ϳ est sĠleĐtioŶŶĠ. A l’Ġtape B, les fragments les plus informatifs (B1 : fragments non cross-
linké, B2 : fragments cross-linkés) quant à la position de la liaison sont déterminés et permettent de restreindre  
le nombre de sites de photocross-liŶkiŶg poteŶtiels. A l’Ġtape C, les listes de résidus restants parmi les 
possibilités c'est-à-dire les résidus potentielleŵeŶt liĠs paƌ la ďeŶzophĠŶoŶe, soŶt fusioŶŶĠes. A l’Ġtape D, les 
listes obtenues pour les versions légères et lourdes des peptides photocross-linkés sont confrontées. 
 
Nos Đollaďoƌateuƌs tƌaǀailleŶt aĐtuelleŵeŶt à l’ĠĐƌituƌe du Đode pouƌ Đette pƌoĐĠduƌe aiŶsi Ƌu’à 
l’iŶteƌfaçage du logiĐiel. Le logiĐiel, en cours de mise au point, deǀƌait ġtƌe eŶ ŵesuƌe d’iŶteƌpƌĠteƌ à 
la fois les spectres obtenus en utilisant les modes de fragmentations CID et ETD, ce qui devrait 
faĐiliteƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des sites de photocross-linking. En effet, les méthodes de fragmentation CID 
et ETD reposent sur des mécanismes bien distincts qui donnent naissance à des fragments également 
différents et génèrent donc des informations complémentaires.  
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c. Etude comparative manuelle des spectres CID, haute et basse énergie, et ETD 
d’espğĐes photoĐƌoss-linkées. 
De ŵaŶiğƌe à pouǀoiƌ optiŵiseƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des speĐtƌes M“/M“ paƌ le logiĐiel XliŶk-Identifier, il 
nous a semblé important d'annoter précisément les spectres MS/MS CID et ETD de différents 
peptides photocross-linkés afin de mieux utiliser l'information générée dans ces spectres. Il est 
important de noter ici que la fragmentation d'espèces cross-linkées n'est pas triviale, en particulier 
parce que ce sont généralement des espèces de haute masse moléculaire. En effet, en première 
approximation, leur masse correspond à 2 fois la masse d'un peptide trypsique, en moyenne autour 
de 1000-1500 Da, soit une masse généralement comprise entre 2000 et 3000 Da. La quantité 
d'énergie nécessaire à la fragmentation d'un ion de cette masse sera plus élevée que pour un peptide 
classique du fait de la possibilité d'isomérisation de l'énergie interne sur un plus grand nombre de 
degrés de liberté. Ceci peut être en partie contrebalancé par le fait que ces peptides branchés sont 
souvent multichargés du fait de la présence de deux extrémités N-terminales et deux extrémités C-
terminales. Enfin, la liaison covalente entre les deux peptides apporte une contrainte stérique qui est 
susĐeptiďle d’iŶflueŶĐeƌ les différentes voies de fragmentation. 
Dans cette partie, nous confronterons les différentes informations obtenues en fragmentant les 
espèces photocross-linkées en CID haute énergie (spectres acquis en MALDI-TOF/TOF), CID basse 
énergie et ETD (spectres acquis en ESI-LTQ/Orbitrap). 
 Rappels sur les modes de fragmentation CID et ETD 
La méthode de fragmentation la plus communément utilisée en spectrométrie de masse en tandem 
des protéines et des peptides repose sur des collisions plus ou moins énergétiques avec des 
molécules de gaz neutres (N2 ou HeͿ. Ce pƌoĐessus d’aĐtiǀatioŶ paƌ ĐollisioŶ suiǀi de la fƌagŵeŶtatioŶ 
des ions est désigné par le terme de collision induced dissociation (CID). Deux types de méthodes 
CID dites de « haute » et de « basse » énergie sont généralement distingués [281].  
CID basse énergie 
Les méthodes de CID basses énergies, qui restent encore les plus utilisées, sont réalisées dans des 
pièges à ions ou des quadripôles et font intervenir des collisions multiples avec des molécules de gaz 
neutres (He, Ar, N2) dans la gaŵŵe d’ĠŶeƌgie ϭ-100 eV. La duƌĠe d’aĐtiǀatioŶ des ioŶs est jusƋu’à 
trois ordres de grandeur supérieure à celle utilisée en haute énergie [281]. L’ĠŶeƌgie iŶteƌŶe aĐquise 
au cours de ces collisions va se répartir sur tous les degrés de liberté de la ŵolĠĐule, et Đe Ŷ’est Ƌue 
loƌsƋue l’ĠŶeƌgie iŶteƌŶe aĐĐuŵulĠe est suffisaŶte Ƌue la ŵolĠĐule ǀa se fƌagŵeŶteƌ. Ces ŵĠthodes 
permettent de cliver les ions au niveau des liaisoŶs les plus fƌagiles, Đ’est à diƌe les liaisoŶs aŵides du 
squelette peptidique, conduisant aux ions b (fragment contenant la région N-terminale du peptide) 
et y (fragment contenant la région C-terminale du peptide) et vont également entraîner la perte des 
PTM labiles. 
CID haute énergie 
Les méthodes de CID haute énergie, compatibles avec les analyseurs TOF-TOF, font intervenir un 
faible nombre de collisions mais qui sont réalisées avec une énergie cinétique importante, de 
l’oƌdƌe du kiloĠleĐtƌoŶǀolts ;KeV). Les méthodes de CID haute énergie conduisent à la rupture 
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efficace, hétérolytique des liaisons amides des peptides en donnant des ions b et y, et permettent 
également de réaliser des ruptures des chaînes latérales des acides aminés (ions d, v, w) comme 
schématisé sur Figure 50 [282]. 
 
Figure 50 : Représentation des sites de fragmentation d'un peptide selon la nomenclature de Biemann [282]. 
Les liaisons labiles des modifications post-traductionnelles (PTM) sont généralement rompues. La 
fƌagŵeŶtatioŶ CID haute ĠŶeƌgie peƌŵet ĠgaleŵeŶt d’oďteŶiƌ des ioŶs iŵŵoŶiuŵs ƌĠsultaŶt de 
fragmentations multiples.  
ETD 
La technique ETD pour electron transfert dissociation, développée par Hunt et al. [283] est dérivée 
de la méthode ECD electron capture dissociation mise au point par McLafferty et al. sur le 
spectromètre de masse à résonance cyclotronique ionique à transformée de Fourier (FT-ICR) [284]. 
Elle a l’aǀaŶtage de pouǀoiƌ ġtƌe ĐoŶduite suƌ de Ŷoŵďƌeuǆ autƌes tǇpes d'appaƌeils ;Q-TOF, LTQ par 
exemple). Dans une expérienĐe ETD, le tƌaŶsfeƌt d’ĠleĐtƌoŶs Ŷe se fait pas diƌeĐteŵeŶt suƌ l’ioŶ 
aŶalǇte ;Đoŵŵe eŶ ECDͿ ŵais à paƌtiƌ d’uŶ aŶioŶ ƌadiĐal. Les aŶioŶs ƌadiĐauǆ soŶt oďteŶus à paƌtiƌ 
d’uŶ ĐoŵposĠ Ŷeutƌe, tǇpiƋueŵeŶt du fluoƌaŶthğŶe, Đapaďle de Đaptuƌeƌ uŶ ĠleĐtƌoŶ theƌŵique 
produit par ionisation électronique du gaz N2 (cf. Figure 51). 
 
Figure 51 : Production du fluoranthène radical anion dans le volume d'ion, schéma adapté du manuel ETD 
Thermo. 
L’ĠleĐtƌoŶ ǀa eŶsuite ġtre transféré rapidement du fluoranthène aux ions précurseurs multichargés 
sĠleĐtioŶŶĠs. Ce tƌaŶsfeƌt d’ĠleĐtƌoŶ eǆotheƌŵiƋue ;eŶǀiƌoŶ ϲ eVͿ ǀa ĐoŶduiƌe à la fƌagŵeŶtatioŶ 
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ƌapide, ;saŶs ƌedistƌiďutioŶ pƌĠalaďle de l’ĠŶeƌgie iŶteƌŶe suƌ tous ses degƌĠs de liberté de l'ion) au 
Ŷiǀeau du site de Đaptuƌe de l’ĠleĐtƌoŶ, favorisant la rupture homolytique des liaisons N-Cα, et 
donner des ions c et z, laissant les chaînes latérales intactes. De plus, les PTM sont généralement 
conservées [285]. La méthode de fragmentation ETD présente généralement un rendement de 
fragmentation inférieur à la méthode de CID basse énergie. Cela est lié notamment à la formation 
d’ioŶs pƌĠĐuƌseuƌs à Ġtat de Đhaƌge ƌĠduit Ƌui soŶt des ioŶs daŶs uŶ Ġtat seŵi-dissocié, dont les 
fragments sont maintenus ensemble par des liaisons non-covalentes. Pour augmenter le signal des 
speĐtƌes M“/M“ il est possiďle d’utiliseƌ uŶe aĐtiǀatioŶ supplĠŵeŶtaiƌe ;supplemental activation) des 
ions lors de la fragmentation ETD [286]. Cette activation supplémentaire, de type CID très basse 
énergie (généralement énergie de collision normalisée de 20%), doit permettre de déstabiliser les 
liaisons non-covalentes des espèces à état de charge réduit ;pƌoduĐtioŶ d’ioŶs Đ et zͿ, saŶs gĠŶĠƌeƌ 
de fragmentations supplémentaires.   
Pour toutes les raisons précédemment décrites, les deux méthodes de fragmentations (CID et ETD) 
soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe des ŵĠthodes ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes pouƌ l’Ġtude des peptides. 
Nous aǀoŶs ǀoulu saǀoiƌ Đe Ƌu’il eŶ Ġtait daŶs le Đas de l’Ġtude d’espğĐes photoĐƌoss-liŶkĠes Đ’est à 
dire de peptides « branchés ». 
Nous avons cherché à extraire toute l'information pertinente présente sur les spectres de 
fragmentation de manière à pouvoir, par la suite, optimiser la détermination du site de photocross-
linking avec le moteur de recherche Xlink-Identifier. 
 Annotation des spectres : l’eǆeŵple de la paiƌe d’ioŶ ;M+HͿ+ m/z 2803-2813 
Paƌ souĐis de ĐlaƌtĠ et de ĐoŶĐisioŶ, les ƌĠsultats de l’aŶŶotatioŶ ŵaŶuelle des speĐtƌes de 
fragmentations sont donnés sous forme de figures : Figure 52 pour les CID basse énergie, Figure 53 
pour les spectres ETD et Figure 54 pour les spectres CID haute énergie. Ces figures sont composées 
de tableaux récapitulant les différents fragments identifiés et de la structure schématique des ions 
photocross-linkés afin de répérer facilement les sites de rupture.  Les spectres correspondant sont 
présentés en annexes N°2. 
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CID basse énergie  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 52: Récapitulatif des ions observés en CID basse énergie (ESI-LTQ/orbitrap) pour l'ion photocross-linké 
de masse moléculaire 2803-2813 chargé 4+. Les parties A et B de la figure correspondent aux fragments 
observés dans la séquence du peptide trypsique de la BSA et dans la séquence du peptide trypsique de 
photo(R/W)9. La partie C est un schéma récapitulant les sites de coupure sur le peptide photocross-linké. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Résultats : Vers la capture de partenaires par photocross-linking in cellulo 
 
- 122 - 
 
ETD avec activation supplémentaire (20%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 53 : Récapitulatif des ions observés en ETD (avec énergie supplémentaire de 20 %) (ESI-LTQ/orbitrap) 
pour l'ion photocross-linké de masse moléculaire 2803-2813 chargé 4
+
. La partie A de la figure récapitule les 
séries ions c et z observés qui sont soit des interlinked (ions doublets) soit des unlinked. La partie B est un 
schéma récapitulant les sites de coupure sur le peptide photocross-linké. La partie C liste les ions observés sur 
le speĐtƌe aǀeĐ uŶe iŶteŶsitĠ iŵpoƌtaŶte. Ces ioŶs ĐoƌƌespoŶdeŶt à l’ioŶ pƌĠĐuƌseuƌ, à l’ioŶ pƌĠĐuƌseur avec un 
état de charge réduit ayant subi ou non des pertes de neutres. 
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CID haute énergie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 54 : Récapitulatif des ions observés en CID haute énergie (MALDI-TOF/TOF) pour l'ion photocross-linké 
de (M+H)
+
 2803-2813 chargé 1
+
. La partie A de la figure correspond aux fragments a, b et y observés. La partie 
B liste les autres ions observés, utiles pour définir le site de photocross-linking. La partie C est un schéma 
récapitulant les sites de coupure sur le peptide photocross-linké. 
 
Pour faciliter la comparaison, les différentes caractéristiques observées sur les spectres de 
fragmentation obtenus pour les trois modes, CID haute énergie (MALDI-TOF/TOF), CID basse énergie 
(ESI-LTQ/Orbitrap) et ETD (ESI-LTQ/Orbitrap) dans le cas de l'analyse de l'ion photocross-linké de 
(M+H)+ m/z 2803-2813 sont résumées dans le Tableau 9. 
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Tableau 9 : Tableau récapitulant les observations et comparaisons réalisées pour les modes de 
fragmentations CID, haute et basse énergie, et ETD des ions photocross-linkés 2803-2813. 
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Conclusion  
Les spectres CID basse énergie pour les ions (M+H)+ m/z 2803-2813 se sont avérés être peu 
informatifs avec seulement la présence de fragments sigŶatuƌes de l’ĠtiƋuette Biot;O2)-GGGGG . Ces 
spectres ont été acquis sur des précurseurs avec un état de charge 4+ qui est l’Ġtat de Đhaƌge 
majoritaire. En effet, les peptides photocross-liŶkĠs oďteŶus à l’issue de la digestioŶ eŶzǇŵatiƋue 
présentent deux extrémités N-terminales et deux extrémités C-terminales soit, au minimum, autant 
de possibilité de charges positives. Ces ions sont également un peu plus gros que la moyenne et 
présentent donc davantage de degrés de liberté pour répartir leur énergie interne. Il est ainsi 
possible que la fragmentation CID basse énergie, qui est classiquement utilisée pour des peptides 
plus petits aǀeĐ des Ġtats de Đhaƌges plus ďas, soit peu effiĐaĐe daŶs le Đas d’ioŶs ϰ fois ĐhaƌgĠs 
Đoŵŵe Đ’est le Đas iĐi.  
Au contraire, le mode ETD est connu pour être plus efficace pour les plus hauts états de charges 
[287] et cela se confirme pour cet exemple. En effet avec le mode ETD, des séries de fragments c et z 
ont été obtenues et permettent de déterminer la position du site de photo-crosslinking: sur la 
deuxième leucine de la séquence EC!C!HGDLLEC!ADDR. 
Les spectres de fragmentation en CID haute énergie sont également informatifs dans le cas des ions 
(M+H)+ m/z 2803-Ϯϴϭϯ aǀeĐ ŶotaŵŵeŶt la pƌĠĐisioŶ oďteŶue gƌâĐe la ƌuptuƌe eŶtƌe le Cα et le Cβ de 
la chaîne latérale du résidu photomarqué. De plus, il a été possible avec ce mode de fragmentation 
de restreindre les possibilités pour le site de photocross-linking aux deux leucines de la séquence. 
CepeŶdaŶt, pouƌ d’autƌes peptides photocross-linkés étudiés le CID haute ĠŶeƌgie s’est aǀĠƌĠ ġtƌe uŶ 
peu moins informatif avec un nombre plus faible de fragments obtenus. 
De ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, Đ’est le mode de fragmentation ETD qui semble être le plus adapté pour 
l’Ġtude des peptides photoĐƌoss-linkés. Nous alloŶs faiƌe eŶ soƌte d’iŶtĠgƌeƌ au ŵieuǆ les 
informations obtenues aǀeĐ l’attƌiďutioŶ ŵaŶuelle des speĐtƌes pouƌ optiŵiseƌ la ƌeĐheƌĐhe des 
peptides photocross-linkés avec le logiciel Xlink-Identifier 2.0. 
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III. Expériences de photocross-linking in cellulo 
A l’issue de Đes Ġtudes pƌĠliŵiŶaiƌes aǇaŶt peƌŵis d’uŶe paƌt de valider biologiquement le 
peptide photo(R/W)9 et d’autƌe paƌt de ĐoŶfiƌŵeƌ la faisaďilitĠ de la ƌĠaĐtioŶ de photoĐƌoss-linking, 
nous sommes passés aux expériences de photocross-linking in cellulo. 
Les expériences de photocross-linking in cellulo ont été menées sur les cellules EF sur lesquelles 
l’effet du peptide photo;R/WͿ9 a été observé.  
1. EǀaluatioŶ de la ĐǇtotoǆiĐitĠ de l’iƌƌadiatioŶ 
AǀaŶt de ƌĠaliseƌ l’iƌƌadiatioŶ de Đes Đellules eŶ pƌĠseŶĐe de peptides nous nous sommes assurés que 
les cellules EF suppoƌtaieŶt ĐoƌƌeĐteŵeŶt l’iƌƌadiatioŶ et aǀoŶs doŶĐ testĠ la ĐǇtotoǆiĐitĠ du 
traitement UV avec le kit CCK-8 déjà utilisé pour évaluer la cytotoxicité des peptides. Aucune 
ĐǇtotoǆiĐitĠ Ŷ’a ĠtĠ dĠĐelĠe pour ϯϬ ŵiŶ d’iƌƌadiatioŶ (suivi de la viabilité cellulaire à 2 h, 3h30 et 5 
h). 
2. Expériences de photocross-linking in cellulo 
Pouƌ la pƌĠseŶtatioŶ de Đette paƌtie, j’ai Đhoisi de paƌtiƌ du schéma de la stratégie initialement 
imaginée. Les Đhoses Ŷe s’ĠtaŶt pas dĠƌoulĠes Đoŵŵe pƌĠǀu, Ŷous ǀeƌƌoŶs à Ƌuels Ŷiǀeaux de la 
stratégie nous avons rencontré les principales difficultés et comment nous avons cherché à les 
surmonter. 
a. Présentation et test de la stratégie initiale 
Au dĠpaƌt, Ŷous aǀioŶs ĐoŶçu la stƌatĠgie d’ideŶtifiĐatioŶ des paƌteŶaiƌes iŶtƌaĐellulaiƌes ou 
membranaires du peptide (R/W)9 présentée schématiquement Figure 55. 
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Figure 55 : “tƌatĠgie iŶitiale ;N°ϭͿ eŶǀisagĠe pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ 
(intracellulaires et/ou membranaires) du peptide (R/W)9 par photocross-linking. Le protocole correspondant 
est présenté dans la partie matériel et méthodes III.5. 
A l’issue de l’iŶĐuďatioŶ des Đellules EF aǀeĐ le peptide photo;R/WͿ9 en mélange équimolaire des 
formes deutérées et non-deutĠƌĠes, les ďoîtes de Đellules soŶt plaĐĠes daŶs le ŵoŶtage d’iƌƌadiatioŶ 
décrit précédemment (cf. Figure 41Ϳ. A la fiŶ de l’iƌƌadiatioŶ les Đellules soŶt laǀĠes afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ le 
peptide photo(R/W)9 non internalisé, puis lysées avec un tampon de lyse stringent permettant de 
solubiliser la quasi-totalité du matériel cellulaire. Ensuite deux approches complémentaires, l’uŶe ;à 
gauche notée branche a.) faisant appel à la purification de complexes entiers et l’autƌe ;à dƌoite 
notée branche b.) reposant sur la purification de peptides photocross-linkés obtenus après digestion, 
doiǀeŶt aďoutiƌ à l’ideŶtifiĐatioŶ de paƌteŶaiƌes. 
DaŶs la ďƌaŶĐhe a., l’identification des partenaires peut se faire avec des moteurs de recherche 
ĐoŶǀeŶtioŶŶels daŶs la ŵesuƌe où tous les peptides tƌǇpsiƋues d’uŶe ;desͿ pƌotĠiŶe;sͿ paƌteŶaiƌe;sͿ 
photocross-linkée(s) avec le peptide peuvent être analysés en spectrométrie de masse. Dans la 
branche de droite, seuls les peptides photocross-liŶkĠs soŶt pƌĠseŶts à l’issue de la puƌifiĐatioŶ paƌ 
affiŶitĠ et l’ideŶtifiĐatioŶ des paƌteŶaiƌes deǀƌa doŶĐ passeƌ paƌ l’utilisatioŶ du logiĐiel XliŶk-Identifier 
dĠǀeloppĠ aǀeĐ l’ĠƋuipe du Dƌ. X. Du et mentionné précédemment. 
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Résultats : 
Etant donné que les deux branches de la stratégie initiale ne conduisent pas aux mêmes résultats 
(peptides photocross-linkés versus peptides trypsiques de la protéine capturée entière), il convient 
de présenter successivement les résultats obtenus pour les deux branches.  
Branche a : Ci-dessous (Figure 56) est présenté le gel 1D SDS-PAGE oďteŶu à l’Ġtape ϱ.a ;cf. Figure 
55). 
 
Figure 56: Gel 1D SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. piste 1 : marqueurs de poids moléculaires, piste 2 : 
cellules photoirradiées en présence de peptide photo(R/W)9 ;EĐhaŶtilloŶ νͿ et puƌifiĠes suƌ ďilles ; piste 3 : 
Đellules photoiƌƌadiĠes eŶ l’aďseŶĐe de peptide photo;R/WͿ9 (Echantillon CT) et purifiées sur billes ; pistes 4 et 
ϱ : eŶǀiƌoŶ ϭϬ µg de lǇsats des ĠĐhaŶtilloŶs ν ;iƌƌadiĠsͿ et CT ;ĐoŶtƌôleͿ ƌespeĐtiǀeŵeŶt. 
Le gel coloré au bleu de Coomassie ne présente aucune bande pour les pistes 2 et 3 correspondant 
aux milieux purifiés sur billes. Cela était attendu pour le contrôle (noté CT et déposé piste 3) mais pas 
pouƌ l’ĠĐhaŶtilloŶ de lǇsat issu de Đellules photoirradiées en présence de peptide photo(R/W)9 (noté 
ν et dĠposĠ piste 2). En effet, les complexes photocross-linkés formés sont en principe purifiés sur 
ďilles ŵagŶĠtiƋues de stƌeptaǀidiŶe aǀaŶt d’ġtƌe ĠluĠs et ŵigƌĠs suƌ gel.   
EŶ l’aďseŶĐe de ďaŶdes d’iŶtĠƌġt, le pƌotoĐole Ŷ’a pas ĠtĠ pouƌsuiǀi au delà de l’Ġtape ϱ. 
Tƌois hǇpothğses pƌiŶĐipales peuǀeŶt ġtƌe aǀaŶĐĠes pouƌ eǆpliƋueƌ l’aďseŶĐe de ďaŶdes de 
protéines: 
- Un faible rendement de photocross-linking et donc une quantité de complexes photocross-
linkés trop faible pour donner lieu à des bandes visibles sur le gel. 
- Une grande multiplicitĠ de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ se liant avec une affinité moyenne à 
faible au peptide photo(R/W)9. 
- Une mauvaise capture des complexes photocross-linkés entiers sur billes magnétiques de 
streptavidine (étiquette biotine portée par le peptide photo(R/W)9 masquée lorsque ce 
dernier est photocross-linké à une protéine de taille importante). Il est intéressant de noter 
que ce problème de purification des complexes entiers formés entre un peptide biotinylé et 
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une protéine partenaire de masse plus importante a déjà été observé au sein du laboratoire 
pouƌ d’autƌes tǇpes d’appliĐatioŶs eŶ utilisaŶt Đes ŵġŵes billes magnétiques greffées avec 
de la streptavidine. 
Branche b : Dans le cas de la ďƌaŶĐhe ď, l’aŶalǇse des Ġluats ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ ŵilieuǆ ƌĠaĐtioŶŶels 
digérés puis purifiés sur billes magnétiques de streptavidine est réalisée en MALDI-TOF (étape 6.b). 
Les résultats sont très reproductibles et donnent lieu à des spectres de masse tel que celui présenté 
Figure 57. 
 
 
Figure 57 : Spectre MALDI-TOF oďteŶu pouƌ l’Ġluat ĐoƌƌespoŶdaŶt au ŵilieu ƌĠaĐtioŶŶel ν digĠƌĠ et puƌifiĠ suƌ 
billes. Matrice utilisée CHCA. 
L’iŶteƌpƌĠtatioŶ du speĐtƌe de ŵasse Figure 57, nous donne les informations suivantes :  
- La présence de doublets indique la présence du peptide photo(R/W)9 et/ou d’espğĐes 
photocross-linkées. 
Les douďlets d’iŶteŶsitĠs les plus ĠleǀĠes ĐoƌƌespoŶdeŶt au peptide photo;R/WͿ9 entier (m/z 2392-
2402 (1+), 1197-1202(2+)), partiellement digéré (m/z 1720-1730, 1894-1904 ,2237-2247) ou 
complètement digéré (m/z 1054-1064) et non à des espèces photocross-linkées. Il semblerait que les 
dĠteƌgeŶts utilisĠs pouƌ la lǇse Đellulaiƌe Ŷ’aieŶt pas ĠtĠ ĐoŵplğteŵeŶt ĠliŵiŶĠs, conduisant à une 
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digestion incomplète du peptide photo(R/W)9 et donc vraisemblablement aussi des protéines. Ceci 
pourrait expliquer le faible nombre de doublets de plus haut m/z et leur faible intensité. Quelques 
doublets de moindre intensité et de m/z supérieurs à ceux du peptide photo(R/W)9 entier sont 
également visibles (cf. zoom Figure 57Ϳ. Il pouƌƌait s’agiƌ d’espğĐes photocross-linkées ou bien 
d’adduits du peptide photo;R/WͿ9 avec des cations. Etant donné leur faible intensité et la proximité 
du doublet 2393-2402 correspondant au peptide photo(R/W)9 entier, la largeur de la fenêtre de 
sĠleĐtioŶ de l’ioŶ pƌĠĐuƌseuƌ du MALDI-TOF/TOF est trop importante pour sélectionner correctement 
Đes douďlets d’iŶtĠƌġt et oďteŶiƌ des iŶfoƌŵatioŶs suƌ leuƌ sĠƋueŶĐe.  
Conclusion : Les résultats oďteŶus pouƌ l’eǆpĠƌieŶĐe ƌĠalisĠe seloŶ la stƌatĠgie iŶitiale, Ŷous 
conduisent à nous poser les questions suivantes: 
- Y-a-t-il bien formation de complexes photocross-linkés dans les cellules et avec quel 
rendement ? 
- Est-il possible de purifier ces complexes photocross-linkés entiers sur billes ?  
Ils Ŷous iŶĐiteŶt ĠgaleŵeŶt à optiŵiseƌ ĐeƌtaiŶes Ġtapes du pƌotoĐole à saǀoiƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des 
dĠteƌgeŶts aǀaŶt la digestioŶ et la ƋuaŶtitĠ d’eŶzǇŵe à utiliseƌ. 
- L’ideŶtificatioŶ de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌactioŶs sera-t-elle possible avec la branche b à 
l’issue de l’optiŵisatioŶ des coŶditioŶs de digestioŶ ?  
C’est suƌ la ďase de Đes pƌeŵieƌs ƌĠsultats et des ƋuestioŶs Ƌu’ils oŶt susĐitĠes Ƌue Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ 
de réaliser des expériences complémentaires. 
b. Expériences complémentaires 
 Y-a-t-il bien formation de complexes photocross-linkés dans les cellules et avec quel 
rendement?  
Pour répondre à cette question nous avons réalisé une nouvelle expérience de photoirradiation sur 
cellules, cellules qui ont ensuite été lysées. Trois échantillons distincts ont ainsi été obtenus : 
- Un lysat de cellules incubées en présence de photo(R/W)9 et photoirradiées (A) =expérience 
- Un lysat de cellules incubées en présence de photo(R/W)9 mais non-irradiées (B) = contrôle  
- Un lysat de cellules iƌƌadiĠes eŶ l’aďseŶĐe de peptide photo;R/WͿ9 (C) = contrôle  
Une quantité similaire de chacun de ces trois milieux a été migrée sur trois pistes de gel SDS-PAGE 1D 
;pistes A, B et CͿ eŶ dupliĐat. L’uŶ des gels a ĠtĠ ĐoloƌĠ au ďleu de Cooŵassie, l’autre a été transféré 
sur membrane de nitrocellulose pour effectuer un western blot en utilisant de la streptavidine 
couplée à une enzyme HRP (horseradish peroxidase) capable de reconnaître la biotine portée par le 
peptide photo(R/W)9 avec une grande affinité et ainsi visualiser les espèces photocross-linkées. 
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Figure 58 : Image de  1) gel 1D SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie et de  2) western-blot réalisé avec de 
la streptavidine HRP. Piste A : cellules + photo(R/W)9 + UV ; piste B : cellules + photo(R/W)9 sans UV  ; piste C  : 
cellules + UV. 
Résultats : 
Nous constatons sur le gel 1D SDS-PAGE (Figure 58) que les quantités de lysats que nous avons 
souhaitées déposer, à savoir 75 µg sont relativement similaires, aux erreurs de dosage et de pipetage 
près (légèrement plus dans la piste B). 
Sur le western blot (Figure 58), nous observons un nombre important de bandes pour la piste A. La 
grande majorité de ces bandes sont également visibles pour la piste B avec une intensité similaire. 
Par contre, ces bandes sont très faiblement visibles pour la piste C. 
En principe, les bandes observées correspondent à des espèces photocross-linkées contenant une 
biotine, les complexes non cross-linkés étant censés être dissociés par le SDS. La présence de ce type 
de bandes était donc attendue pour la piste A. Le nombre important des bandes visibles suggère 
l’eǆisteŶĐe d’uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs. CepeŶdaŶt pouƌ la piste B, 
correspondant aux cellules incubées en présence de peptide photo(R/W)9 mais non irradiées, nous 
Ŷe deǀƌioŶs oďseƌǀeƌ Ƌu’uŶe seule ďaŶde situĠe eŶ ďas du gel et ĐoƌƌespoŶdaŶt au peptide 
photo(R/W)9 seul.  Toutes les bandes situées au dessus du front de migration ne peuvent pas 
correspondre à des espèces photocross-linkées et doivent donc être dues à des associations non-
covalentes de protéines avec le peptide photo(R/W)9 qui sont maintenues malgré le caractère 
dénaturant du gel 1D-SDS PAGE. Ces associations sont donc particulièrement fortes. 
La présence de bandes de faibles intensités dans la piste C peut, elle, être expliquée par une légère 
contamination de la piste C par la piste B ou par une reconnaissance non spécifique de la 
streptavidine-HRP. 
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Conclusion : 
Ainsi cette première expérience complémentaire nous donne accès aux informations suivantes :  
- Le peptide photo(R/W)9, vraisemblablement du fait de son caractère amphiphile et 
polycationique semble interagir avec un Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs. Il 
est diffiĐile d’iŵagiŶeƌ Ƌue toutes Đes iŶteƌaĐtioŶs ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶ ƌôle ďiologiƋue, ainsi 
beaucoup seraient vraisemblement liées à des interactions non-spécifiques. Ces interactions 
peuvent à la fois correspondre à des liaisons hydrophobes avec les trois résidus tryptophane 
de photo(R/W)9 et à des interactions électrostatiques connues pour être des liaisons plus 
fortes ( et de plus longue portée) du fait de la présence de six résidus arginines positivement 
chargés. 
- Les interactions non-covalentes entre le peptide photo(R/W)9 et un grand nombre de 
protéines sont suffisamment fortes pour être maintenues au cours de la migration sur gel 
dénaturant 1D SDS-PAGE (1% de SDS à la fois dans le gel et dans le tampon de migration). 
- La part des espèces photocross-linkées est faible paƌŵi l’eŶseŵďle des Đoŵpleǆes 
photo(R/W)9-protéines (associations covalentes et non-covalentes). Cette contribution 
semble être un peu plus importante dans la partie supérieure de la piste A qui est plus 
sombre sur le western blot que pour la piste B. 
 Est-il possible de purifier ces complexes photocross-linkés entiers sur billes ? 
Pour essayer de répondre à cette question nous avons utilisé les mêmes milieux réactionnels A, B et 
C que nous avons cette fois dialysés, afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ uŶ maximum de peptide photo(R/W)9 non 
covalemment lié (cut-off de 5 kDa), et purifiés sur billes magnétiques de streptavidine avant de les 
déposer sur gels et de les transférer sur membrane de nitrocellulose pour la réalisation de western 
blot (cf.Figure 59). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 59 : Iŵage d’uŶ ǁesteƌŶ ďlot ƌĠalisĠ aǀeĐ de la stƌeptaǀidiŶe HRP. Les trois pistes de gauche 
correspondent aux milieux réactionnels A, B et C dialysés et soumis à une purification sur billes magnétiques de 
streptavidine. Les trois pistes de droite correspondent à ces mêmes échantillons mais non purifiés sur billes. 
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Résultats : 
Nous constatons immédiatement que les pistes de gauche, correspondant aux milieux purifiés sur 
billes, ne présenteŶt auĐuŶe ďaŶde à l’eǆĐeptioŶ de Đelle, eŶ ďas du gel, ĐoƌƌespoŶdaŶt au peptide 
(R/W)9 seul. Il Ŷ’Ǉ a doŶĐ soit pas d’espğĐes photoĐƌoss-linkées, soit pas d’eŶƌiĐhisseŵeŶt de Đelles-ci 
sur les billes. Cependant, la révélation en western blot du peptide photo(R/W)9 au niveau du front de 
migration montre que la streptavidine-HRP est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ la ďiotiŶe du peptide seul 
daŶs Đette eǆpĠƌieŶĐe. “i oŶ s’iŶtĠƌesse à pƌĠseŶt auǆ pistes situĠes à dƌoite, Ŷous oďseƌǀoŶs Ƌue la 
piste A est globalement plus foŶĐĠe Ƌue la piste B. La dialǇse peƌŵettƌait doŶĐ d’ĠliŵiŶeƌ uŶe paƌtie 
du peptide photo(R/W)9 seul et de limiter la quantité de complexes non-covalents peptide 
photo(R/W)9-pƌotĠiŶes ǀisiďles pouƌ la piste B et d’aiŶsi ŵieuǆ ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l’eǆistence 
d’espğĐes photoĐƌoss-linkées dans la piste A. Cependant certaines bandes demeurent intenses pour 
la piste B. Correspondraient-elles à des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ de foƌte affiŶitĠ de photo;R/WͿ9 ? 
Parmi ces bandes au moins deux sont visibles dans la piste C et pourraient donc plutôt correspondre 
à un manque de spécificité de la streptavidine-HRP utilisée. 
Conclusion : 
-  UŶe ƋuaŶtitĠ ŶoŶ ŶĠgligeaďle d’espğĐes photoĐƌoss-linkées semble pouvoir être formée lors 
de l’iƌƌadiatioŶ des Đellules eŶ pƌĠseŶĐe du peptide photo(R/W)9. 
- La dialǇse peƌŵet d’ĠliŵiŶeƌ uŶe paƌtie du peptide photo;R/WͿ9 non covalemment lié à des 
protéines. 
- La puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ des espğĐes photoĐƌoss-linkées entières est inefficace.  
 
 L’ideŶtificatioŶ de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌactioŶs sera-t-elle possible avec la branche b à 
l’issue de l’optiŵisatioŶ des coŶditioŶs de digestioŶ ? 
Après différents essais et modifications du protocole, nous sommes parvenus à une digestion 
complète du peptide (R/W)9 et donc a priori à des conditions pour lesquelles la digestion des 
protéines du lysat cellulaire est également correcte. Les modifications essentielles du protocole de 
départ sont un changement de la composition du tampon de lyse qui présente une concentration en 
SDS beaucoup plus faible et égaleŵeŶt l’utilisatioŶ d’uŶ ǀoluŵe de taŵpoŶ de lǇse 
considérablement réduit (Les protocoles de départ et ceux adaptés à l’issue de Đes optiŵisatioŶs 
sont présentés dans la partie matériel et méthodes III. 7). 
A l’issue de la digestioŶ tƌǇpsiƋue, le ŵilieu est purifié sur billes magnétiques de streptavidine puis les 
espèces retenues sur ces billes sont éluées et analysées par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
(Figure 60).  
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Figure 60 : Spectre MALDI-TOF d’uŶ digest de lǇsat Đellulaiƌe ;Đellules photoiƌƌadiĠes eŶ pƌĠseŶĐe de 
photo(R/W)9) après purification sur billes de streptavidine. Matrice utilisée CHCA. 
Résultats :  
- A l’issue de la digestioŶ et de la puƌifiĐatioŶ paƌ affiŶitĠ du milieu de photocross-linking in 
cellulo, l’espğĐe oďseƌǀĠe daŶs le speĐtƌe MALDI-TOF de manière extrêmement majoritaire 
est le peptide photo(R/W)9 après digestion complète à la trypsine (motif Biot-G5(
1H/2H)-
K(pBz)-R). 
- Quelques doublets de m/z supérieurs sont observables dans la gamme 1100-1300 et sont 
susceptibles de correspondre à des espèces photocross-linkées. Cependant leur très faible 
iŶteŶsitĠ Ŷ’a pas peƌŵis d’eŶǀisageƌ leuƌ aŶalǇse aǀeĐ le sǇstğŵe NaŶoLC-ESI-MS/MS ni 
d’oďteŶiƌ d’iŶfoƌŵatioŶs paƌ fragmentation de ces doublets en MALDI-TOF/TOF. 
De plus, oŶ peut aŶtiĐipeƌ d’apƌğs la ŵasse oďseƌǀĠe, Ƌue Đes ioŶs ĐoƌƌespoŶdaŶt au ŵotif 
Biot-G5(
1H/2H)-K(pBz)-R lié covalemment avec, au maximum, deux à trois résidus ne pourront 
pas ĐoŶduiƌe à l’ideŶtifiĐatioŶ de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ. 
Conclusion :  
Mġŵe à l’issue des optiŵisatioŶs de digestioŶ, il appaƌaît Ƌue la ďƌaŶĐhe ď de la stƌatĠgie iŶitiale 
reposant sur une approche bottom-up Ŷe peut pas peƌŵettƌe l’ideŶtifiĐatioŶ de paƌteŶaiƌes 
d’iŶteƌaĐtioŶs du peptide photo(R/W)9. 
Nous savons avec les expériences réalisées in vitro que la réaction de photocross-liŶkiŶg Ŷ’est pas eŶ 
cause (cf. Figure 42). Cependant il apparaît que la diǀeƌsitĠ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs suggérée 
par les expériences réalisées avec la branche a. conduisent à une dilution importante du signal MS. 
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Pour pouvoir espérer identifier un partenaire du peptide photo(R/W)9, il faudrait que ce dernier ait 
une particulièrement bonne affinité avec le peptide et qu’il soit le seul ou uŶ des seuls paƌteŶaiƌes 
intracellulaires du peptide. Pour limiter la dilution du signal MS des peptides photocross-linkés, il faut 
ġtƌe eŶ ŵesuƌe de dĠĐoŵpleǆifieƌ le ŵĠlaŶge. C’est Đe Ƌue Ŷous aǀoŶs ĐheƌĐhĠ à faiƌe paƌ la suite.  
c. Adaptation de la stratégie initiale : vers un fractionnement cellulaire.  
Les différentes expériences de photocross-linking in cellulo réalisées ont mis en évidence la nécessité 
d’uŶe sĠpaƌatioŶ pƌĠalaďle (sur gel 1D SDS-PAGE par exemple) à la digestion des espèces 
photocross-linkées de manière à avoir (1) une information sur la masse de la protéine partenaire et 
surtout de façon à (2) limiter la dilution du signal en spectrométrie de masse du fait de la présence 
d’uŶe trop grande diversité de peptides photocross-linkés.  
Ces eǆpĠƌieŶĐes oŶt ĠgaleŵeŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l’iŵpossiďilitĠ de puƌifieƌ paƌ affiŶitĠ les Đoŵpleǆes 
photocross-linkés entiers (malgré la grande spécificité et affinité de la streptavidine pour la biotine, 
cette dernière peut être masquée par les partenaires associés au peptide photo(R/W)9 biotinylé). 
Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt la stƌatĠgie iŶitiale s’aǀğƌe ġtƌe ŶoŶ adaptĠe à la ƌeĐheƌĐhe de paƌteŶaiƌes du peptide 
photo(R/W)9. 
A partir de ces informations nous avons réfléchi à une stratégie alternative combinant les étapes des 
deuǆ ďƌaŶĐhes de la stƌatĠgie iŶitiale et iŶtĠgƌaŶt les iŶfoƌŵatioŶs suƌ la loĐalisatioŶ d’espğĐes 
biotinylées pouvant être obtenues en western blot. Nous avons également décidé de travailler ici, 
non pas avec des cellules entières mais avec seulement une partie du matériel cellulaire obtenu 
après une étape de préfractionnement par ultracentrifugation différentielle (fractions cellulaires : 
cytosol, lysat ou membranes). Le protocole de préfractionnement cellulaire est donné dans la partie 
matériel et méthodes III.7. Cette nouvelle stratégie a été schématisée Figure 61. 
DaŶs Đette stƌatĠgie l’utilisatioŶ de la teĐhŶiƋue de ǁesteƌŶ ďlot eŶ paƌallğle de la ƌĠalisatioŶ d’uŶ gel 
1D SDS-PAGE renseigne sur la contribution du photocross-linking en permettant de visualiser la 
pƌĠseŶĐe d’espğĐes photoĐƌoss-linkées. 
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Figure 61 : Schéma de la stratégie "adaptée" (N°2) de photocross-linking in cellulo. 
 
Exemple avec la fraction membranaire 
J’ai Đhoisi de ǀous pƌĠseŶteƌ ici uŶiƋueŵeŶt l’appliĐatioŶ de Đette stƌatĠgie N°Ϯ au Đas de la fƌaĐtioŶ 
membranaire (le pƌotoĐole dĠtaillĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe est doŶŶĠ daŶs la partie matériel et méthodes 
III.7).  
A l’issue de l’iŶĐuďatioŶ et de l’iƌƌadiatioŶ UV, les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt ŵigƌĠs suƌ Ϯ gels “D“-PAGE, l’uŶ 
pouƌ uŶe ĐoloƌatioŶ au ďleu de Cooŵassie et l’autƌe pouƌ uŶ ĠleĐtƌotƌaŶsfeƌt suƌ ŵeŵďƌaŶe de 
nitrocellulose  avant western blot avec la streptavidine-HRP. 
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Figure 62 : Gel 1D SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie et Western blot avec de la streptavidine HRP pour 
l’eǆpĠƌieŶĐe de photoĐƌoss-linking sur membranes. 
Nous constatons (Figure 62Ϳ Ƌue la piste ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’ĠĐhaŶtilloŶ de membranes photoirradié 
en présence de peptide est très sombre en comparaison avec les pistes 2 et 3 indiquant la présence 
d’uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d’espğĐes ďiotiŶǇlĠes, ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt liĠes de façoŶ ĐoǀaleŶte aǀeĐ le 
peptide photo(R/W)9. 
Nous avons excisé quelques bandes, à la même hauteur pour chacune des pistes, que nous avons 
ensuite digérées et purifiées par affinité pour voir si nous pouvions mettre en évidence des peptides 
photocross-linkés. Cependant nous ne sommes pas parvenus à observer de doublets caractéristiques 
de la pƌĠseŶĐe d’espğĐes photo-crosslinkées. 
Conclusion et perspectives : 
Les expériences de photocross-linking menées sur cellules entières et sur fractions cellulaires ne nous 
oŶt pas peƌŵis d’ideŶtifieƌ de paƌteŶaiƌes iŶtƌaĐellulaiƌes ou membranaires du peptide photo(R/W)9 
et ne nous ont donc pas aidé à comprendre son mode action sur les cellules tumorales EF. 
Malgré tout, ces expériences nous ont apporté des informations : (1) Le peptide photo(R/W)9 semble 
avoir un grand nombre de partenaires dans la cellule ; ;ϮͿ il est Đapaďle de s’assoĐieƌ ŶoŶ 
covalemment en interagissant fortement, et vraisemblablement via ses charges positives, avec 
différentes protéines intracellulaires ou membranaires. 
Ces expériences nous ont également amenés à apporter des améliorations à la stratégie de 
photocross-linking initiale et nous pouvons imaginer que cette stratégie pourrait être utilisée 
ultérieurement pour la recherche de partenaires de biomolécules impliquées dans un nombre plus 
liŵitĠ d’iŶteƌaĐtioŶs. En effet, le peptide photo(R/W)9 a des propriétés physicochimiques 
paƌtiĐuliğƌes Ƌui foŶt Ƌue Đe peptide a uŶe foƌte pƌopeŶsioŶ à l’auto-assemblage mais aussi à faire 
des liaisons électrostatiques et hydrophobes. 
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Chapitre 6 : Pull down et photocross-linking 
 
Lors des expériences de photocross-linking in cellulo décrites dans le chapitre 5, nous avons 
pu faire plusieurs constatations : (1) il est impossible, dans nos conditions, de capturer sur billes de 
streptavidine les complexes covalents entiers, biotinylés sur la partie N-terminale du CPP ; (2) le CPP 
photo(R/W)9 est capable de rester associé de manière non-covalente avec de nombreuses protéines 
des lysats de cellules EF malgré leur migration effectuée sur gel d’ĠleĐtƌophoƌğse 1D SDS-PAGE en 
conditions dénaturantes, indiquant une forte affinité pour ces protéines. 
Ces éléments nous ont conduits à réaliser des expériences de pull-down. En effet, puisque nous ne 
pouvons pas récupérer les complexes photocross-linkés entiers sur billes après leur formation, nous 
avons choisi de réaliser la capture des partenaires directement sur les billes fonctionnalisées avec le 
peptide photo(R/W)9 Ƌui seƌt aloƌs d’appât . 
 
I. PƌĠseŶtatioŶ de l’eǆpĠƌieŶĐe de pull-down associée au 
photocross-linking 
 
La technique de pull-down fait paƌtie des teĐhŶiƋues de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ Ƌue Ŷous avons 
pƌĠseŶtĠes daŶs le Đhapitƌe ϭ. BƌiğǀeŵeŶt, elle ĐoŶsiste à iŵŵoďiliseƌ uŶe ďioŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt suƌ 
uŶ suppoƌt et à iŶĐuďeƌ l’eŶseŵďle aǀeĐ uŶ ŵĠlaŶge Đoŵpleǆe de paƌteŶaiƌes poteŶtiels. Ici, la 
ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt est le peptide photo;R/WͿ9. Il est immobilisé sur des billes magnétiques de 
streptavidine via son étiquette biotine et incubé avec un lysat cellulaire EF. Tandis que les 
interactions non-covalentes stables pourront être préservées lors des lavages des billes, les 
iŶteƌaĐtioŶs faiďles ƌisƋueŶt d’ġtƌe ĠliŵiŶĠes loƌs de Đette Ġtape. Pouƌ ĐheƌĐheƌ à Ġǀiteƌ la peƌte de 
ces interactions transitoires qui peuvent jouer uŶ ƌôle ĐƌuĐial d’uŶ poiŶt de ǀue ďiologiƋue, Ŷous 
avons ajouté une étape de photoirradiation (cf. chapitre 3) au protocole classique de pull-down. 
Cette Ġtape de photoiƌƌadiatioŶ iŶteƌǀieŶt à l’issue de l’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ le lǇsat Đellulaiƌe EF et aǀaŶt 
le lavage des billes. Elle est rendue possible par la présence de la sonde benzophénone présente dans 
la séquence du peptide photo(R/W)9. 
Pour chaque expérience nous avons ainsi travaillé avec trois conditions résumées sur le Tableau 10. 
Le pƌotoĐole dĠtaillĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe est doŶŶĠ daŶs la partie matériel et méthodes III. 8. 
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Tableau 10 : Présentation des différents ĠĐhaŶtilloŶs de l’eǆpĠƌieŶĐe de pull-down associée au photocross-
linking 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces trois échantillons contiennent la même quantité de billes magnétiques de streptavidine qui sont 
iŶĐuďĠes aǀeĐ des ǀoluŵes ideŶtiƋues de lǇsats EF soit uŶe ƋuaŶtitĠ de pƌotĠiŶes de l’oƌdƌe de ϭ ŵg. 
Pour les milieux 1 et 2, les billes sont préalablement fonctionnalisées avec peptide photo(R/W)9. Les 
milieux 1 et 3 sont photoiƌƌadiĠs à l’issue de l’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ le lǇsat EF. 
Coŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu daŶs le Đhapitƌe Ϯ, partie I.4.c, il est nécessaire de prendre un certain 
Ŷoŵďƌe de pƌĠĐautioŶs pouƌ ƌĠaliseƌ Đe tǇpe d’eǆpĠƌieŶĐe. EŶ paƌtiĐulieƌ, il faut choisir des 
conditions de lyse permettant de conserver la structure tridimensionnelle des protéines ainsi que les 
complexes protéiques. Nous avons ainsi veillé à choisir un tampon non-dénaturant à base de 
détergent non-ionique, le Nonidet P-40 (ou NP-40), pour la préparation des lysats de cellules EF. 
Nous avons ensuite fait en sorte de ne pas faire subir de changements de température importants 
aux lysats cellulaires en les maintenant constamment à 4 °C ;à l’eǆĐeptioŶ de l’Ġtape de 
photoirradiation réalisée à température ambiante). 
Nous aǀoŶs ĐoŶstatĠ Ƌue le ŵoŶtage de photoiƌƌadiatioŶ pƌĠseŶtĠ Đhapitƌe ϱ Ŷ’Ġtait pas adaptĠ à 
notre expérience de pull down + photocross-linking. En effet, nous avons observé que les billes 
ŵagŶĠtiƋues de stƌeptaǀidiŶe oŶt teŶdaŶĐe à s’agƌĠgeƌ loƌsƋu’elles subissent une photoirradiation, 
Ƌuelle Ƌue soit la duƌĠe d’iƌƌadiatioŶ et ďieŶ Ƌu’ĠtaŶt plaĐĠes daŶs uŶ ďaiŶ eau/glaĐe. Ce pƌoďlğŵe 
d’agƌĠgatioŶ, ĐeƌtaiŶeŵeŶt dû à uŶe augŵeŶtatioŶ de teŵpĠƌatuƌe loĐale ŵġŵe faiďle ou, au 
contraire, à une température trop faible dans le bain eau/glace, a pu être contourné en utilisant un 
sǇstğŵe RaǇoŶet ŵis à dispositioŶ paƌ l’Institut Parisien de Chimie Moléculaire (UMR 7201, Dr. Cyril 
Olivier). Ce montage commercialisé par Southern New England company est équipé de 16 néons 
disposĠs de façoŶ ĐiƌĐulaiƌe et ĠŵettaŶt autouƌ de la loŶgueuƌ d’oŶde λ = ϯϱϬ Ŷŵ. UŶe ǀeŶtilatioŶ 
eŵpġĐhe l’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe daŶs le ŵoŶtage et peƌŵet aiŶsi d’Ġǀiteƌ de plaĐeƌ les 
échantillons à photoirradier dans la glace.  
Après incuďatioŶ aǀeĐ le lǇsat EF, suiǀie ou ŶoŶ d’uŶe Ġtape de photoiƌƌadiatioŶ, les ďilles soŶt laǀĠes 
avec un tampon doux de manière à éliminer une part importante des interactions non spécifiques. 
Les billes sont ensuite éluées et les éluats déposés sur trois pistes d’uŶ gel d’ĠleĐtƌophoƌğse ϭD “D“-
PAGE. Les trois pistes sont ensuite systématiquement découpées, digérées par la trypsine et 
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analysées en spectrométrie de masse haut-débit. Les échantillons sont donc soumis à une stratégie 
dite « bottom-up ».  
II. Résultats obtenus 
1. Electrophorèse sur gel 1D-SDS-PAGE 
L’eǆpĠƌieŶĐe a ĠtĠ ƌĠpĠtĠe eŶtiğƌeŵeŶt deuǆ fois. Ci-dessous (Figure 63Ϳ se tƌouǀe l’eǆeŵple d’uŶ gel 
coloré au bleu de Coomassie, obtenu pour une de ces expériences. 
 
Figure 63 : Gel d’ĠleĐtƌophoƌğse 1D SDS-PAGE coloré au 
bleu de Coomassie. La piste de gauche correspond aux 
marqueurs de masses moléculaires. Les masses 
moléculaires étant indiquées sur la gauche, en kilodaltons 
(kDa). Sur les pistes numérotées 1, 2 et 3 ont été déposées 
et migrées les protéines éluées des billes magnétiques de 
streptavidine correspondant respectivement au milieu de 
pull-down + photocross-linking (1), au pull-down simple (2) 
et au contrôle négatif (3). Les bandes intenses présentes 
dans la partie inférieure du gel correspondent au 
monomère de la streptavidine décroché des billes (MM ~ 
12 kDa). 
 
 
A première vue, nous constatons que la coloration de la piste 1 est légèrement plus intense que celle 
de la piste 2, elle-même plus colorée que la piste 3. Il semble donc que le peptide (R/W)9 ait permis 
de capturer un certain nombre de protéines (piste 2) et que la photoirradiation permettrait de 
ŵaiŶteŶiƌ uŶ Ŷoŵďƌe plus iŵpoƌtaŶt de pƌotĠiŶes à l’issue de l’Ġtape de laǀage des ďilles. Ces 
pƌeŵiğƌes oďseƌǀatioŶs Ƌualitatiǀes, ĐoŶfiƌŵĠes paƌ uŶe ĐoloƌatioŶ à l’aƌgeŶt ;pas ŵoŶtƌĠͿ, ǀoŶt 
donc dans le sens attendu. 
2. Résultats des analyses de spectrométrie de masse haut débit. 
Le tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes ďƌutes oďteŶues pouƌ l’aŶalǇse des diffĠƌeŶtes pistes de gel après 
digestioŶ à la tƌǇpsiŶe ĐoŶduit à l’ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes ƌeteŶues suƌ les ďilles à l’issue des 
lavages pour les trois conditions. Les nombres de protéines et de peptides identifiés étant proches 
pour les deux réplicats biologiques, nous avons choisi de présenter les résultats moyennés sur ces 
deux expériences (Tableau 11). 
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Tableau 11 : Nombres moyens de peptides et de protéines identifiés pour les différentes pistes pour les deux 
réplicats biologiques. Piste 1 : milieu de Pull-down+ Photocross-linking ; piste 2 : milieu de pull-down ; piste 3 : 
milieu contrôle négatif. FDR : False Discovery Rate. 
 
 
Les résultats obtenus en termes de nombre de protéines et de peptides identifiés vont dans le même 
sens que les observations faites sur le gel d’ĠleĐtƌophoƌğse ϭD “D“-PAGE : il y a davantage de 
protéines piégées sur les billes en présence du peptide photo(R/W)9 (pistes 1 et 2), et ce nombre 
augmente à nouveau de manière très signifiĐatiǀe loƌsƋu’uŶe Ġtape de photoiƌƌadiatioŶ est ƌĠalisĠe 
(piste 1). 
Ces ƌĠsultats Ŷous iŶdiƋueŶt ĠgaleŵeŶt Ƌu’uŶ Ŷoŵďƌe ĐoŶsĠƋueŶt de pƌotĠiŶes iŶteƌagisseŶt de 
manière non-spécifique avec les billes magnétiques (polymères de revêtement et streptavidine). En 
effet, le nombre de protéines identifiées dans le contrôle négatif est supérieur à 100. 
Ce tableau récapitulatif (Tableau 11) présentant des données moyennées est donné à titre indicatif. 
EŶ effet, pouƌ l’ĠǀaluatioŶ des paƌtenaires protéiques potentiels, nous avons gardé séparées les listes 
de protéines obtenues pour les deux expériences. 
 
III. Interprétation des données : Quelles sont les « vraies » 
interactions? 
1. GĠŶĠƌatioŶ des listes de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ poteŶtiels 
 
a. ApproĐhe ďiŶaiƌe : PƌĠseŶĐe ou aďseŶĐe d’uŶe pƌotĠiŶe daŶs uŶe liste 
Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ les paƌteŶaiƌes pƌotĠiƋues susĐeptiďles d’iŶteƌagiƌ de ŵaŶiğƌe spĠĐifiƋue aǀeĐ le 
peptide photo(R/W)9, la première méthode envisageable est de soustraire des listes de protéines 
obtenues pour les milieux 1 et 2, les protéines identifiées dans la piste 3 contrôle correspondant aux 
interactions non-spécifiques des protéines des lysats avec les billes. La liste de protéines 
discriminantes obtenue constitue, dans ce cas, la liste des partenaires potentiels.  Les protéines qui 
ne seraient vues que pour la piste 1, correspondraient à des protéines interagissant de manière 
transitoire ou faible avec photo(R/W)9. 
CepeŶdaŶt Đette ŵĠthode, Ƌui peut ġtƌe ƋualifiĠe d’appƌoĐhe ďiŶaiƌe, Ŷous est apparue trop 
approximative dans la mesure où elle ne tient pas compte de la façon dont sont identifiées ces 
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différentes protéines, c'est-à-dire du nombre de peptides identifiés et du nombre de spectres ayant 
ĐoŶduit à l’ideŶtifiĐatioŶ de Đes peptides ou de l’iŶteŶsitĠ des ioŶs ĐoƌƌespoŶdaŶts. AiŶsi, paƌ 
eǆeŵple, elle peut Ŷous ĐoŶduiƌe à ĠliŵiŶeƌ uŶe pƌotĠiŶe Ƌui Ŷe seƌait ǀue Ƌu’aǀeĐ uŶ uŶiƋue 
peptide daŶs le ĐoŶtƌôle ŶĠgatif aloƌs Ƌu’elle pouƌƌait ġtƌe ideŶtifiĠe aǀeĐ uŶ Ŷoŵďƌe plus iŵpoƌtaŶt 
de peptides (ex. 30 peptides) dans un milieu de pull-down et par conséquent, correspondre à un 
paƌteŶaiƌe d’iŶtĠƌġt. 
b. Approche de quantification par comptage spectral 
Dans la mesure où nous ne souhaitions pas trier les listes de protéines simplement en termes de 
prĠseŶĐe ou d’aďseŶĐe de Đelles-ci dans les différentes listes, nous nous sommes intéressés aux outils 
qui pourraient permettre une analyse plus fine de ces résultats. Dans le chapitre 2, partie I.4 c ., nous 
avons vu combien il pouvait être difficile de distinguer les interactions dites spécifiques, c'est-à-dire 
ayant une fonction biologique, d’iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques et nous avons présenté quelques-uns 
des outils développés pour faciliter cette tâche. L’outil Ƌui Ŷous seŵďle aĐtuelleŵeŶt le plus aďouti 
est le logiciel SAINT pour Significance Analysis of Interactome développé conjointement par les 
équipes de Gingras A.C et de Nesvizhskii A. [135]. De plus, nous avons pu soumettre les listes de 
protéines obtenues facilement via l’iŶteƌfaĐe ǁeď du logiĐiel suƌ le site CRAPome.org [288]. 
Le logiciel SAINT a été initialement développé pour convertir des données de quantification en label 
free, à savoir le nombre de spectres MS/MS Xij pour une protéine proie i identifiée dans une 
expérieŶĐe de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ aǀeĐ l’appât j, en probabilité de vraie interaction P(vraie/Xij) 
entre ces deux protéines. Les nombres de spectres MS/MS acquis pour chaque paire proie-appât 
sont modélisés selon une loi de probabilité mixte constituée de deux composantes : une loi de 
probabilité pour le nombre de fois où la paire correspond à une fausse interaction et une loi de 
probabilité pour le nombre de fois où la paire correspond à une vraie interaction. Le logiciel SAINT 
normalise le nombre de spectres MS/MS par rapport à la longueur des protéines et en fonction du 
Ŷoŵďƌe total de speĐtƌes aĐƋuis pouƌ l’eǆpĠƌieŶĐe de puƌifiĐatioŶ paƌ affiŶitĠ et ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe 
correspondant à des vraies interactions. Lorsque des contrôles négatifs sont disponibles, SAINT 
prend en compte la présence de protéines dans ce contrôle pour pénaliser la probabilité de vraie 
iŶteƌaĐtioŶ de Đes pƌotĠiŶes aǀeĐ l’appât. OŶ paƌle aiŶsi d’appƌoĐhe seŵi-supervisée. Une 
présentation plus détaillée du modèle statistique utilisé est donnée dans la publication de Choi H. et 
al.[289]. 
A ĐhaƋue fois il s’agit de comparer une condition « Expérience » avec une condition «Contrôle ». 
Nous avons réalisé deux recherches de ce type avec le logiciel SAINT : 
- A : La comparaison des listes de protéines obtenues pour la condition Pull-down + 
photocross-linking avec les listes de la condition contrôle négatif (1 versus 3). 
- B : La comparaison des listes de protéines obtenues pour la condition Pull-down avec les 
listes de la condition contrôle négatif (2 versus 3). 
Les résultats des recherches sont présentés sous forme de tableaux donnant la liste des protéines de 
la condition « Expérience » avec les probabilités de vraie interaction correspondantes, calculées en 
comparant le nombre de spectres MS/MS acquis pour une protéine dans la condition « Expérience » 
et dans la condition « Contrôle ». A chaque fois, nous avons utilisé les résultats des deux réplicats 
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biologiques en parallèle et avons ainsi pu obtenir une probabilité moyenne de vraie interaction 
notée AvgP. Nous Ŷous soŵŵes ďasĠs suƌ Đette ǀaleuƌ d’AǀgP pouƌ filtƌeƌ les doŶŶées. Cependant le 
Đhoiǆ du seuil pouƌ la ǀaleuƌ d’AǀgP est tout à fait aƌďitƌaiƌe. Le fait de Đhoisiƌ uŶ seuil ƌelatiǀeŵeŶt 
bas permet de ne pas passer à côté de partenaires potentiellement intéressants. Il faut 
iŵpĠƌatiǀeŵeŶt gaƌdeƌ à l’espƌit Ƌue Đe logiciel vise à trier les protéines identifiées pour faciliter 
l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des doŶŶĠes et que les protéines jugées intéressantes devront par la suite être 
soumises à des expériences complémentaires de biologie.  Le logiciel fournit par conséquent des 
pistes possibles mais pas de preuves.  
Les listes de protéines partenaires potentielles présentant une AvgP supérieure à 0,75 pour les 
différentes comparaisons sont présentées en annexes N° 3 et 4 car de longueurs relativement 
importantes.   
2. Interprétation aveĐ les outils d’eŶƌiĐhisseŵeŶt de teƌŵes de gene 
ontology 
Pouƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ de Đes listes de pƌotĠiŶes aǀeĐ uŶe AǀgP > Ϭ,ϳϱ, Ŷous aǀoŶs essaǇĠ de faiƌe 
appel aux logiciels permettant de réaliser l’eŶƌiĐhisseŵeŶt de teƌŵes de Gene Ontology (GO)  (cf. 
Chapitre 2, partie III, 2) tels que STRING [195], [196] et DAVID [193], [194]. L’eŶƌiĐhisseŵeŶt d’uŶ 
terme de gene ontology est traduit par un paramètre statistique appelé p-value : plus cette valeur est 
petite plus l’eŶƌiĐhisseŵeŶt est sigŶifiĐatif pouƌ Đe terme dans la liste soumise. Le processus 
ďiologiƋue le plus eŶƌiĐhi s’est aǀĠƌĠ ġtƌe la tƌaduĐtioŶ des pƌotĠiŶes ;p-value = 1,7.10-11 pour A ; p-
value = 2,6.10-8 pouƌ BͿ. EŶ teƌŵe de foŶĐtioŶ ŵolĠĐulaiƌe Đ’est la « liaisoŶ à l’ARN polǇ;AͿ » qui est 
arrivée en tête pour les deux comparaisons (p-value = 2,6.10-18 pour A ; p-value = 5,4.10-20 pour B). 
Cependant nous nous sommes rendus compte que nous ne pouvions pas donner de crédit à ces 
ƌĠsultats d’eŶƌiĐhisseŵeŶt Đaƌ Đes teƌŵes de GO « traduction » et « liaisoŶ à l’ARN polǇ;AͿ » 
arrivaient également parmi les premiers  pour la liste de protéines du contrôle négatif seul. 
Les pƌotĠiŶes ƌespoŶsaďles de l’eŶƌiĐhisseŵeŶt de Đes teƌŵes de GO soŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt les 
protéines ribosomales. Or, ces protéines ribosomales sont souvent décrites comme des 
ĐoŶtaŵiŶaŶts des eǆpĠƌieŶĐes de puƌifiĐatioŶ d’affiŶitĠ [115]. Nous Ŷ’aǀoŶs pas pu nous affranchir 
ĐoŵplğteŵeŶt de Đes pƌotĠiŶes ŵalgƌĠ l’utilisatioŶ d’uŶe ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôle ŶĠgatif aǀeĐ les ďilles 
seules. 
Il peut y avoir plusieurs raisons à cela : 
- Le Ŷoŵďƌe de ƌĠpliĐats ďiologiƋues Ŷ’est pas assez ĠleǀĠ pour couvrir toutes ces protéines  
contaminantes dans les contrôles négatifs ; 
- Le peptide (R/W)9 iŶteƌagit aǀeĐ Đes pƌotĠiŶes liaŶt l’ARN ŵġŵe si Đes interactions ne sont 
pas spécifiques daŶs le seŶs où elles Ŷ’iŶduiseŶt pas l’effet ďiologiƋue doŶŶĠ. Ces 
interactions peuvent être liées au fait que le peptide (R/W)9 avec son alternance de résidus 
arginine et tryptophane est un concentré de «points chauds » (contribution de plus de 2 
kĐal/ŵol daŶs la foƌŵatioŶ d’uŶe iŶteƌaĐtioŶͿ. EŶ effet, BogaŶ A. et ThoƌŶ K. Ƌui se soŶt 
iŶtĠƌĠssĠs à l’aŶatoŵie des poiŶts Đhauds daŶs les iŶteƌfaĐes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-
protéine ont montré que seulement trois acides aminés apparaissaient avec une fréquence 
de plus de ϭϬ % daŶs les poiŶts Đhauds : Ϯϭ % pouƌ le tƌǇptophaŶe, ϭϯ,ϯ % pouƌ l’aƌgiŶiŶe et 
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12,3 % pour la tyrosine [290]. De plus, l’ARN ĠtaŶt ĐhaƌgĠ ŶĠgatiǀeŵeŶt, il ǀa pouǀoiƌ foƌŵeƌ 
de nombreuses interactions électrostatiques avec le peptide (R/W)9 
- FiŶaleŵeŶt, l’iŶteƌaĐtioŶ du peptide ;R/WͿ9 aǀeĐ Đes pƌotĠiŶes liaŶt l’ARN pouƌƌait aǀoiƌ uŶ 
rôle biologique réel. Cet aƌguŵeŶt s’appuie ŶotaŵŵeŶt sur un article de Bayer T. et al. qui 
montre que les protéines avec des motifs riches en arginine, tel que le peptide Tat, lient 
spĠĐifiƋueŵeŶt l’ARN et soŶt iŵpliƋuĠes daŶs diffĠƌeŶts pƌoĐessus de ƌĠgulatioŶ de l’ARN 
[291]. 
DaŶs Đe ĐoŶteǆte, il Ŷ’a doŶĐ pas ĠtĠ possiďle de tiƌeƌ d’iŶfoƌŵatioŶs peƌtiŶeŶtes des eŶƌiĐhisseŵeŶts 
de termes de GO.   
Nous nous en sommes donc remis à un examen manuel des listes des protéines obtenues. Il est 
iŵpoƌtaŶt de ƌappeleƌ à Đe stade Ƌu’uŶ des dĠfis ŵajeuƌs de la disĐipliŶe est l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des 
listes de protéines générées, la capacité de donner un sens biologique aux données de protéomique. 
Cette tâĐhe est d’autaŶt plus aƌdue Ƌue Ŷotƌe ďioŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt, le peptide ǀeĐteuƌ ;R/WͿ9 est 
uŶe ŵolĠĐule sǇŶthĠtiƋue de ĐoŶĐeptioŶ ƌatioŶŶelle et Ƌu’elle Ŷ’a doŶĐ a priori aucun partenaire 
« naturel » dans la cellule. 
3. EǆaŵeŶ ŵaŶuel des listes de paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ poteŶtiels 
L’eǆaŵeŶ de Đes listes Ŷous a liǀƌĠ au ŵoiŶs uŶ ĠlĠŵeŶt paƌtiĐulièrement intéressant : En effet, 
parmi les protéines identifiées avec un très bon score de probabilité de vraie interaction pour la 
comparaison des expériences de pull-down avec les contrôles négatifs (B = 2 vs 3), se trouve la 
protéine Ewing Sarcoma breakpoint region 1 ou EWS avec un AvgP = 0,99 (cf. chapitre 1 partie III.2). 
Dans chacun des deux réplicats biologiques, la protéine EWS a été identifiée avec 2 peptides uniques 
eux-mêmes identifiés grâce à deux spectres MS/MS chacun soit un total de 4 spectres par réplicats 
contre aucun dans les deux contrôles négatifs (cf. Tableau 12). Une autre protéine a également 
particulièrement retenu notre attention : le polypeptide 1 DEAD box qui est un motif très conservé 
dans les protéines ARN hélicases. 
Remarque : Il convient de rappeler que la protéine EWS est toujours exprimée dans les cellules 
tumorales EF. En effet, les cellules EF résultent de la transduction de fibroblastes 3T3 par un 
rétrovirus contenant un gène de fusion codant pour la protéine EWS-FLIϭ aiŶsi Ƌu’uŶ gğŶe de 
ƌĠsistaŶĐe à l’aŶtiďiotiƋue puƌoŵǇĐiŶe. AiŶsi, loƌsƋue les fiďƌoďlastes ϯTϯ oŶt iŶtĠgƌĠs le Ŷouǀeau 
gğŶe au Ŷiǀeau d’uŶ de leuƌs deuǆ allğles ils ǀoŶt suďiƌ la tƌaŶsformation oncogénique de EWS-FLI1 
(devenir des cellules appelĠes EFͿ et aĐƋuĠƌiƌ la ƌĠsistaŶĐe à la puƌoŵǇĐiŶe Ƌui leuƌ peƌŵettƌa d’ġtƌe 
sélectionnés. Néanmoins le second allèle continuera à coder pour la protéine EWS native. 
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Tableau 12 : Extrait du tableau de résultats obtenu avec le logiciel SAINT pour l'expérience de Pull-down 
simple. colonne 1 : Numéro de la protéine, sachant que les protéines ont été classĠes daŶs l’oƌdƌe dĠĐƌoissaŶt 
de leurs valeurs de probabilité moyenne de vraie interaction (AvgP) ; colonne 2 : Numéro d’aĐĐğs Uniprot ; 
colonne 3 : nom communément donné à la protéine ; colonne 4 : référence des expériences de Pull-down ; 
colonne 5 : Ŷoŵďƌe de speĐtƌes M“/M“ aǇaŶt peƌŵis l’ideŶtifiĐatioŶ de la pƌotĠiŶe daŶs ĐhaƋue ƌĠpliĐat ; 
colonne 6 : nombre total de speĐtƌes M“/M“ aǇaŶt peƌŵis l’ideŶtifiĐatioŶ de la pƌotĠiŶe ; colonne 7 : nombre 
de ƌĠpliĐats de l’eǆpĠƌieŶĐe ; colonne 8 : probabilité de vraie interaction calculée par le logiciel SAINT pour 
chaque expérience ; colonne 9 : nombre de spectres MS/MS ayant coŶduit à l’ideŶtifiĐatioŶ de la pƌotĠiŶe daŶs 
les contrôles négatifs ; colonne 10 : probabilité moyenne de vraie interaction calculée sur les 2 réplicats. La 
ligŶe du taďleau ĐoƌƌespoŶdaŶt à la pƌotĠiŶe paƌteŶaiƌe d’iŶtĠƌġt, EW“, est suƌligŶĠe eŶ jauŶe ainsi que celle 
correspondant au polypeptide DEAD box qui a également retenu notre attention. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En dehors de ces expériences de pull-down avec le peptide photo(R/W)9, nous ne sommes jamais 
parvenus à identifier les protéines EWS, EWS-Fliϭ et Fliϭ. C’est le cas notamment pour les 
expériences de protéomique globale réalisées sur les cellules EF et qui seront abordées dans le 
chapitre suivant. Ces protéines ne faisaient jamais partie des près de 1700 protéines identifiées et 
quantifiées pour cette lignée cellulaire EF. Ainsi il semblerait que la protéine EWS soit très 
faiblement abondante dans les lysats cellulaires EF ce qui rend son identification dans les 
expériences de pull-doǁŶ d’autaŶt plus iŶtĠƌessaŶte. Pouƌ ġtƌe eŶ ŵesuƌe d’ideŶtifieƌ Đes pƌotĠiŶes 
faiďleŵeŶt eǆpƌiŵĠes, uŶ fƌaĐtioŶŶeŵeŶt plus poussĠ ou le ƌeĐouƌs à uŶ ŵode d’aĐƋuisition 
indépendant des données (DIA) est envisageable.  
IV. Signification biologique des résultats obtenus 
1. Une interaction avec la protéine EWS 
La protéine EWS a été identifiée dans les expériences de pull-down avec deux peptides 
correspondant aux résidus [269-304] et [373-386] (ǀoiƌ taďleau d’attƌiďutioŶ des speĐtƌes M“/M“ eŶ 
annexes N°5Ϳ. DaŶs le Đhapitƌe ϭ, Ŷous aǀoŶs ǀu Ƌue le saƌĐoŵe d’EǁiŶg Ġtait iŶitiĠ paƌ uŶe 
translocation chromosomale impliquant le gène EWS du chromosome 22 et le gène FLI-1 du 
Đhƌoŵosoŵe ϭϭ. Cette tƌaŶsloĐatioŶ Đhƌoŵosoŵale aďoutit à l’eǆpƌessioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ 
Résultats : Pull-down et photocross-linking 
 
- 147 - 
 
appelée EWS-FLi1 qui correspond à la partie N-terminale de la protéine EWS (résidus 1-265) et à la 
partie C-terminale de la protéine Fli1 (résidus 211-476) (Figure 64). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 64 : Présentation des séquences en acides aminés des protéines EWS, FLI1 et EWS-FLI1 et de leur 
degƌĠ d’hoŵologie. 
AiŶsi, les deuǆ peptides ideŶtifiĠs foŶt paƌtie de la ƌĠgioŶ de EW“ Ƌui Ŷ’est pas commune à la 
protéine EWS-FLIϭ et Đela Ŷous peƌŵet de diƌe Ƌue Đ’est ďieŶ la pƌotĠiŶe EW“ Ƌui a ĠtĠ piĠgĠe suƌ les 
billes greffées par le peptide photo(R/W)9. Cependant cela ne nous donne aucune indication sur 
l’iŶteƌaĐtioŶ d’EW“ aǀeĐ les ďilles gƌeffĠes paƌ le peptide photo;R/WͿ9. En particulier, nous ne savons 
pas si la protéine EWS a été piégée via une interaction directe avec le peptide photo(R/W)9 ou bien si 
Đ’est uŶ paƌteŶaiƌe d’iŶteƌaĐtioŶ de EW“ Ƌui iŶteƌagit diƌeĐteŵeŶt aǀeĐ photo;R/WͿ9. Dans 
l’hǇpothğse où le peptide photo;R/WͿ9 interagit avec EWS directement, nous ne savons pas non plus 
si cette interaction implique la partie de séquence commune à EWS ou EWS-FLI1 ou bien la partie 
discriminante.  
2. PossiďilitĠ d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ EW“-FLI1 
Coŵŵe Ŷous l’aǀoŶs iŶdiƋuĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, la pƌotĠiŶe EW“, aiŶsi Ƌue les pƌotĠiŶes FLIϭ et EW“-
FLI1 sont vraisemblablement des protéines faiblement exprimées ou, du moins, difficiles à identifier 
avec les moyens dont nous disposons. 
La protéine EWS a été identifiée à deux reprises dans les expériences de pull down avec deux 
peptides dont aucun compris dans la séquence commune à EWS et EWS-FLI1. Cependant, on peut 
imaginer que si le peptide photo(R/W)9 interagit avec EWS, il pourrait également interagir avec EWS-
FLIϭ ĠtaŶt doŶŶĠ l’hoŵologie de sĠƋueŶĐe eǆistaŶt eŶtƌe le deuǆ pƌotĠiŶes.  
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Il Ŷe s’agit ďieŶ eŶteŶdu Ƌue d’uŶe suppositioŶ Ƌui deǀƌa être testée mais qui mérite Ƌue l’oŶ s’Ǉ 
attarde. 
En effet, la protéine EWS-FLI1 joue un rôle absolument décisif dans le processus de tumorigénèse et 
ĐoŶstitue paƌ ĐoŶsĠƋueŶt uŶe Điďle idĠale pouƌ le tƌaiteŵeŶt des saƌĐoŵes d’EǁiŶg. La pƌotĠiŶe 
EWS-FLI1 est un puissant régulateur de la tƌaŶsĐƌiptioŶ et ŵodule l’eǆpƌessioŶ de ĐeŶtaiŶes voire de 
milliers de gènes [89]. Pouƌ soŶ aĐtiǀitĠ de tƌaŶsĐƌiptioŶ elle s’assoĐie à des pƌotĠiŶes paƌteŶaiƌes 
telles que l’ARN polǇŵĠƌase II, la pƌotĠiŶe de liaisoŶ à la CREB ;C-AMP Response Element-binding 
protein) et l’ARN hĠliĐase A [292], [293]. Or il a été montré par Erkizan et al., Ƌu’il Ġtait possiďle 
d’iŶhiďeƌ le dĠǀeloppeŵeŶt du saƌĐoŵe d’EǁiŶg eŶ peƌtuƌďaŶt l’iŶteƌaĐtioŶ de la pƌotĠiŶe EW“-FLI1 
avec la RNA hélicase A grâce à de petites molécules [294] (Figure 65).  
 
 
 
 
 
 
Figure 65 : Schéma de la perturbation de l'interaction de la protéine EWS-FLI1 aǀeĐ l’ARN hélicase conduisant 
à l'inhibition de l'activité de transcription du complexe. 
Plus taƌd, la ŵġŵe ĠƋuipe a ƌĠalisĠ uŶ sĐƌeeŶiŶg paƌ la ŵĠthode de douďle hǇďƌide d’uŶe sĠƌie de 
ϯϬϬ sĠƋueŶĐes peptidiƋues de ϭϮ aĐides aŵiŶĠs et oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue Ϯϳ d’eŶtƌe elles iŶteƌagissaieŶt 
avec EWS-FLIϭ. Paƌŵi Đes Ϯϳ peptides uŶ seul s’est ƌĠǀĠlĠ ġtƌe ƌéellement efficace pour limiter la 
croissance des cellules tumorales [295]. Ce peptide, appelé Ewing Sarcoma Antagonist Peptide 1 
(ESAP1), a pour séquence TMRGKKKRTRAN et présente, comme (R/W)9 ou R9, un grand nombre de 
résidus positivement chargés. 
Par conséquent, l’hǇpothğse d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte de ;R/WͿ9 avec EWS-FLI1 ou avec un de ses 
paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ susĐeptiďle de ǀeŶiƌ peƌtuƌďeƌ l’aĐtiǀitĠ de tƌaŶsĐƌiptioŶ de la pƌotĠiŶe 
EWS-FLIϭ ŵĠƌite d’ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠe. La présence dans la liste des protéines partenaires potentielles 
du polypeptide DEAD box, motif très conservé dans les RNA hélicases, va également dans le sens de 
cette hypothèse. 
Conclusion et perspectives 
L’ideŶtifiĐation à deux reprises dans les expériences de Pull-down de la protéine EWS est un résultat 
tƌğs iŶtĠƌessaŶt. CepeŶdaŶt, Đette pƌotĠiŶe Ŷ’a pas ĠtĠ ideŶtifiĠe daŶs les eǆpĠƌieŶĐes de pull-down + 
photocross-liŶkiŶg iŶdiƋuaŶt Ƌue, si l’Ġtape de photoiƌƌadiatioŶ pourrait permettre de stabiliser des 
interactions transitoires, elle pourrait également contribuer à masquer des interactions avec des 
protéines peu abondantes telles que celle avec la protéine EWS. 
Il Ŷous faut à pƌĠseŶt ǀalideƌ Đe ƌĠsultat d’iŶteƌaĐtioŶ avec EWS et tester notre hypothèse 
d’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ EW“-FLI1. Pour cela nous souhaitons répéter les expériences de pull-down en 
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utilisaŶt des Đellules ϮϵϯT tƌaŶsfeĐtĠes aǀeĐ de l’ADN ĐodaŶt pouƌ les protéines EWS, EWS-FLI1 et 
FLI1 et capables de les sureǆpƌiŵeƌ. Nous tƌaǀailloŶs aĐtuelleŵeŶt aǀeĐ l’EƋuipe du Dƌ. JaĐƋues 
GhǇsdaël de l’IŶstitut Cuƌie Ƌui a le ŵatĠƌiel et le saǀoiƌ-faire nécessaire à la réalisation de cette 
eǆpĠƌieŶĐe. Nous aiŵeƌioŶs ĠgaleŵeŶt à l’aǀeŶiƌ, si l’iŶteƌaĐtioŶ de ;R/WͿ9 avec la protéine EWS ou 
avec EWS-FLI1 est confirmée,  pouvoir la caractériser in vitro. 
Les listes de pƌotĠiŶes paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ poteŶtielles Ŷ’oŶt ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt pas eŶĐoƌe pu 
être suffisamment exploitées. Ces résultats préliminaires pourraient être étoffés par la réalisation 
d’eǆpĠƌieŶĐes de pull-down complémentaires. En particulier nous souhaiterions utiliser la version du 
peptide photo(R/W)9 comportant des acides aminés de configuration D, non naturelle, comme 
contrôle négatif. En effet, il a été moŶtƌĠ Ƌue Đe peptide ďieŶ Ƌue Đapaďle de s’iŶteƌŶaliseƌ Ŷe 
ĐoŶduisait pas à uŶ ƌeŵodelage du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe daŶs la ligŶĠe Đellulaiƌe EF [2]. 
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Chapitre 7 : Evaluation de l’effet de ;R/WͿ9 sur le 
protéome des cellules EF par une approche de 
protéomique quantitative différentielle. 
 
La Đaptuƌe des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs du peptide photo;R/WͿ9 Ŷe s’ĠtaŶt pas aǀĠƌĠe uŶe 
tâche triviale que ce soit par photocross-linking (chapitre 5) ou purification par affinité (chapitre 6), 
nous avons également utilisé une approche alternative pour essayeƌ d’oďteŶiƌ des iŶfoƌŵatioŶs 
complémentaires suƌ l’oƌigiŶe de l’effet oďseƌǀĠ du peptide photo(R/W)9 sur le phénotype des 
cellules EF. Une approche de protéomique quantitative différentielle, susceptible de fournir des 
informations sur l’iŶflueŶĐe du peptide ǀeĐteuƌ photo(R/W)9 sur le protéome des cellules EF a été 
utilisée. Puisque cette étude est réalisée sur une lignée cellulaire en culture au laboratoire, la 
technique de quantification SILAC (Stable Isotope Labeling with Amino acids in cell Culture) [296] 
était particulièrement adaptée. Elle permet, Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu daŶs le Đhapitƌe Ϯ partie III.1 .a, 
de réaliser le marquage isotopique dès l’Ġtape de culture cellulaire et ainsi de minimiser les erreurs 
systématiques liées à la manipulation des échantillons. 
Dans cette partie, Ŷous Ŷous iŶtĠƌesseƌoŶs à l’effet du peptide ;R/WͿ9 sur le protéome de cellules EF 
en comparant des cellules EF traitées par le peptide photo(R/W)9 avec des cellules EF non traitées. 
Par ailleurs, nous avons pu constater l’aďseŶĐe daŶs la littĠƌatuƌe de doŶŶĠes de pƌotĠoŵiƋue 
concernant le saƌĐoŵe d’EǁiŶg. A Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe, auĐuŶe Ġtude Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ Ġǀalueƌ 
l’iŵpaĐt gloďal suƌ le pƌotĠoŵe de la tƌaŶsfoƌŵatioŶ tuŵoƌale iŶduite paƌ l’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe 
chimérique oncogénique EWS-FLI1. Par conséquent, nous avons jugé utile, dans un premier temps, 
de mettre en évidence les différences existant entre le protéome des cellules tumorales EF et celui 
des cellules non tumorales 3T3, dont elles sont issues.  
I. Mise eŶ œuǀƌe de la teĐhŶiƋue “ILAC. 
Il a été possible de mettre en place la technique SILAC très facilement et rapidement dans notre 
laboratoire car nous avions à la fois la possibilité de réaliser la culture cellulaire en conditions lourde 
et lĠgğƌe ;pƌĠseŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs ŵaƌƋuĠs isotopiƋueŵeŶt daŶs les ŵilieuǆ de ĐultuƌeͿ, le ŵatĠƌiel 
pouƌ le tƌaiteŵeŶt des ĠĐhaŶtilloŶs et l’aŶalǇse haut dĠďit de ŵĠlaŶges Đoŵpleǆes de peptides paƌ 
couplage NanoLC-ESI-LTQ-OrbitrapXL (cf. partie matériel et méthodes II.2 pour détails analyses). 
1. VĠƌifiĐatioŶ du tauǆ d’iŶĐoƌpoƌatioŶ des aĐides aŵiŶĠs ŵaƌƋuĠs. 
La première étape consiste à vérifier que les lignées cellulaires utilisées incorporent correctement les 
acides aminés marqués présents dans le milieu de culture (13C6 Lys et 
15N4 Arg). Pour cela nous avons 
ƌĠalisĠ uŶe eǆpĠƌieŶĐe ĐoŶtƌôle eŶ utilisaŶt deuǆ populatioŶs de Đellules EF ideŶtiƋues, l’uŶe ĐultiǀĠe 
aǀeĐ des aĐides aŵiŶĠs louƌds ;ŶotĠs H pouƌ HeaǀǇͿ et l’autƌe avec des acides aminés légers (notés L 
pour Light) (cf. partie matériel et méthodes III.9). Cette incorporation a été vérifiée par analyse 
MALDI-TOF des lysats cellulaires EF obtenus pour les échantillons H et L séparément ou en mélange 
1 : 1, après migration sur gel SDS-PAGE, découpage de bandes de gel de même gamme de masses 
moléculaires (même distance dans le gel) pour ces trois conditions et digestion à la trypsine (Figure 
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66). L’aŶalǇse MALDI-TOF a été pƌĠfĠƌĠe à l’aŶalǇse par nanoLC-ESI-MS/MS du fait de sa rapidité et 
de sa gƌaŶde faĐilitĠ de ŵise eŶ œuǀƌe. 
 
Figure 66 : Spectres MALDI-TOF pour la gamme de m/z 1100-2500 ŵoŶtƌaŶt le tauǆ d’iŶĐoƌpoƌatioŶ des 
acides aminés marqués 
13
C6 Lys et 
15
N4 Arg  seuls et en mélange 1-1 des cellules (L) et (H). Le spectre A 
ĐoƌƌespoŶd à la digestioŶ d’uŶe ďaŶde de gel oďteŶue pouƌ uŶ dĠpôt de lǇsat Đellulaiƌe EF;LͿ, le speĐtƌe B 
ĐoƌƌespoŶd à la digestioŶ d’uŶe ďaŶde de gel oďteŶue pouƌ uŶ dĠpôt de lǇsat Đellulaiƌe EF(H), Le spectre C 
ĐoƌƌespoŶd à la digestioŶ d’uŶe ďaŶde de gel oďteŶue pouƌ uŶ dĠpôt de mélange 1-1 de cellules EF (H) et (L).  
Comme observé sur le spectre C du mélange 1-ϭ, ĐhaƋue ioŶ appaƌaît sous la foƌŵe d’uŶ douďlet 
d’iŶteŶsitĠ ϭ -1 séparé de 10 Da quand le peptide contient un résidu Arg en C-terminal et de 6 Da 
ƋuaŶd il s’agit d’uŶ ƌĠsidu LǇs, eŶ l’aďseŶĐe d’eƌƌeuƌ de Đliǀage paƌ la tƌǇpsiŶe. L’aŶalǇse d’uŶ douďlet 
particulier (Figure 67) correspondant aux versions lourdes et lĠgğƌes d’uŶ ŵġŵe peptide peƌŵet de 
vérifier que (1) l’iŶĐoƌpoƌatioŶ des aĐides aŵiŶĠs ŵaƌƋuĠs est totale puisque le signal 
correspondant au peptide léger est complètement absent du spectre B, et que (2) le mélange réalisé 
donne un ratio H/L proche de 1 comme attendu pour cette expérience contrôle. 
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Figure 67 : Figure illustrant la vérification du taux d’iŶĐoƌpoƌatioŶ des aĐides aŵiŶĠs marqués dans les 
protéines. Les parties A et B de la figure correspondent à des zooms sur les massifs isotopiques des formes 
mono-protonées louƌdes et lĠgğƌes d’uŶ peptide pouƌ, ƌespeĐtiǀeŵeŶt, uŶ ŵĠlaŶge ϭ-1 de deux populations de 
cellules EF (H) et (L) identiques et pour des cellules EF (H) seules. La partie C de la figure indique les aires des 
différents pics des massifs isotopiques pour les versions (H) et (L) du peptide ainsi que la valeur du ratio H/L 
obtenue. 
Pouƌ ƌĠaliseƌ le ĐalĐul du ƌatio ;H/LͿ Ŷous aǀoŶs soŵŵĠ l’aiƌe sous la Đouƌďe des diffĠƌeŶts isotopes 
de chacun des deux massifs H et L comme indiqué Figure 67.C et exprimé cette somme en 
pouƌĐeŶtages de l’aiƌe totale. Le ƌatio H/L est aloƌs ĐalĐulĠ eŶ faisaŶt le ƌappoƌt de Đes pouƌĐeŶtages. 
Dans ce cas, le ratio H/L a une valeur de 1,02. Nous constatons, pour cet exemple, que les deux 
massifs isotopiques sont séparés de 10 Da indiquant que ces deux versions du peptide contiennent 
une seule arginine, marquée 13C6
15N4  pour la version lourde. 
2. Détermination des seuils de significativité pour la variation des ratios 
H/L 
UŶe des Ġtapes les plus dĠliĐates daŶs la ƌĠalisatioŶ d’eǆpĠƌieŶĐes de protéomique quantitative 
différentielle est la détermination des seuils de significativité pouƌ la ǀaƌiatioŶ des ƌatios H/L, Đ’est à 
dire les seuils qui vont permettre de décider si une protéine va être ou non incluse dans la liste des 
protéines significativement sur- ou sous-exprimées. 
Pour la détermination de ces seuils nous avons utilisé des échantillons contrôles correspondant au 
mélange de deux populations identiques de cellules EF ĐultiǀĠes d’uŶe paƌt aǀeĐ des aĐides aŵiŶĠs 
classiques (L), et d’autƌe paƌt aǀeĐ des aĐides aŵiŶĠs ŵaƌƋuĠs (H). La détermination de ces valeurs 
seuil a été réalisée suƌ deuǆ ƌĠpliĐats ďiologiƋues de l’eǆpĠƌieŶĐe ĐoŶtƌôle eŶ aŶalǇsaŶt le pƌotĠoŵe 
entier en NanoLC-ESI-MS/MS (cf. partie matériel et méthodes III.9). L’aŶalǇse statistiƋue des doŶŶĠes 
obtenues a été réalisée avec le logiciel MyProMS [297] et peƌŵet d’oďteŶiƌ le gƌaphiƋue Đi-dessous 
appelé volcano plot (Figure 68). Seules les protéines identifiées avec un FDR (false discovery rate) de 
1 % et quantifiées avec un minimum de 3 peptides sont représentées.  
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Figure 68 : GƌaphiƋue de tǇpe ǀolĐaŶo plot oďteŶu pouƌ deuǆ ƌĠpliĐats ďiologiƋues de l’eǆpĠƌieŶĐe ĐoŶtƌôle 
EF (H) / EF (L). Chaque protéine identifiée et quantifiée est représentée par un point. A chaque réplicat 
correspond une couleur, ici verte ou bleue. Ce sont des échelles logarithmiques qui sont utilisées pour les deux 
axes. L’aďsĐisse des poiŶts donne les valeurs log;H/LͿ : plus uŶ poiŶt s’ĠloigŶe de l’aǆe ĐeŶtƌal ǀeƌtiĐal ;ǀaleuƌ 
aďsĐisse = ϬͿ plus la ǀaƌiatioŶ d’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe eŶtƌe les populatioŶs H et L est iŵpoƌtaŶte. En 
abscisse cette échelle en log2 permet de « symétriser » les ratios (H/L) de manière à ce que, par exemple, une 
augŵeŶtatioŶ d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϱ soit aussi faĐileŵeŶt ŵise eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu’uŶe diŵiŶutioŶ d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϱ.  
 La taille d’uŶ poiŶt est pƌopoƌtioŶŶelle au Ŷoŵďƌe de peptides aǇaŶt ĐoŶduit à l’ideŶtifiĐatioŶ et à la 
ƋuaŶtifiĐatioŶ de la pƌotĠiŶe. L’oƌdoŶŶĠe du poiŶt ƌeŶseigŶe suƌ la fiaďilitĠ du Đalcul du ratio H/L : plus le point 
est haut suƌ l’aǆe plus l’ĠĐaƌt-type sur les valeurs de ratio H/L obtenues pour les différents peptides est faible 
(correspond à une valeur de p petite). L’ĠĐhelle eŶ log 10 permet dans ce cas de représenter une gamme de 
valeurs de p très étendue. 
Théoriquement, les deux échantillons EF (H) et EF (L) qui sont des réplicats biologiques devraient être 
strictement identiques avec des volcano plot superposables (soit des ratios H/L égaux à 1 pour les 
différentes protéines) : les variations observées correspondent uniquement à l’eƌƌeuƌ expérimentale. 
Ainsi, nous constatons que sur ce volcano plot contrôle, toutes les protéines identifiées de façon 
fiable avec une probabilité statistique définie par la valeur de p < 0,05 (= se trouvant au-dessus de 
l’aǆe ƌouge hoƌizoŶtalͿ pƌĠseŶteŶt uŶe variation de leur ratio H/L inférieure à un facteur 1,5 (= sont 
comprises entre les deux barres vertes verticales). 
Ce sont par conséquent ces valeurs (p < 0,05 et H/L > 1,5 (surexprimées) ou p < 0,05 et H/L < 1/1,5 = 
0,67 (sous-exprimées)) qui vont être choisies comme valeurs seuil pour définir les zones 
correspondant à des protéines significativement sous- ou surexprimées dans les expériences de 
protéomique différentielle qui vont suivre. 
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Seuils de sigŶifiĐatiǀitĠ utilisĠs daŶs la suite de l’Ġtude : 
Les protéines (= points) présentes dans le rectangle en haut à gauche du volcano plot ont une valeur 
p < 0,05 et un ratio H/L < 1/1,5 = 0,67 et correspondent à des protéines significativement sous-
exprimées dans la population (H) par rapport à la population (L). 
Les protéines (= points) présentes dans le rectangle en haut à droite du volcano plot ont une valeur  
p < 0,05 et un ratio H/L > 1,5 et correspondent à des protéines surexprimées dans la population (H) 
par rapport à la population (L). 
 
Remarque : Le Đhoiǆ d’uŶe ǀaleuƌ de p < Ϭ,Ϭϱ Ŷous aŵğŶe à eǆĐluƌe uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes 
identifiées mais quantifiées de manière peu robuste. Pour les expériences contrôles réalisées 
précédemment chaque bande a été analysée une seule fois et un nombre relativement restreint de 
peptides a ainsi été identifié pour chacune des protéines ce qui nous conduit à avoir la grande 
majorité des protéines avec une p value élevée. Pour les expériences de protéomique différentielle 
Ƌui suiǀeŶt, ĐhaƋue ďaŶde a ĠtĠ aŶalǇsĠe au ŵiŶiŵuŵ deuǆ fois peƌŵettaŶt d’aŵĠlioƌeƌ la 
statistiƋue suƌ la ƋuaŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes et aiŶsi d’eŶ ĐoŶsidĠƌeƌ daǀaŶtage eŶ teƌŵes de 
variation des ratios.  
Une fois les seuils de significativité établis, la comparaison des protéomes des cellules tumorales EF 
avec leur équivalent non-tumoral 3T3 a pu être effectuée. 
II. Comparaison des protéomes des cellules EF et 3T3. 
Pour cette expérience, nous avons comparé une population de cellules EF cultivées en présence 
d’aĐides aŵiŶĠs louƌds ;EF ;HͿͿ aǀeĐ uŶe populatioŶ de Đellules ϯTϯ ĐultiǀĠes eŶ pƌĠseŶĐe d’aĐides 
aminés légers (3T3 (L)), toutes choses égales par ailleurs. 
Trois réplicats biologiques ont été réalisés. Conformément aux seuils de significativité définis 
pƌĠĐĠdeŵŵeŶt Ŷous Ŷ’aǀoŶs ĐoŶseƌǀĠ Ƌue les pƌotĠiŶes pƌĠseŶtaŶt uŶe variation du ratio H/L 
supérieur à un facteur ϭ,ϱ aiŶsi Ƌu’uŶe ǀaleuƌ p < Ϭ,Ϭϱ suƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ du ƌatio H/L. De plus, 
nous avons choisi de ne conserver que les protéines visibles au moins dans deux des trois réplicats 
biologiques. Le volcano plot obtenu pour cette expérience est présenté Figure 69. 
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Figure 69 : Graphique de type volcano plot pour la comparaison du protéome des cellules EF (H) et des 
cellules 3T3 (L). A chacun des trois réplicats biologiques réalisés correspond une couleur, ici orange, rose et 
noire. 
 
L’appliĐatioŶ de Đes filtƌes suƌ les ϭϳϬϬ pƌotĠiŶes ideŶtifiĠes et ƋuaŶtifiĠes pouƌ les tƌois ƌĠpliĐats 
nous a peƌŵis d’oďteŶiƌ uŶe liste de 106 protéines présentant une variation significative de leur 
Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ entre les cellules tumorales EF et leur équivalent non-tumoral 3T3. Parmi elles, 
50 sont surexprimées et 56 sous-exprimées dans les cellules EF par rapport aux cellules 3T3. (Listes 
de protéines significativement sur- et sous exprimées présentées en annexes N°6) 
Afin de donner un sens biologique à ces protéines et mettre en évidence des protéines susceptibles 
d’eǆpliƋueƌ le ĐhaŶgeŵeŶt de phĠŶotǇpe accompagnant la transformation tumorale pour la protéine 
EWS-FLIϭ, Ŷous aǀoŶs fait appel à la ďase de doŶŶĠes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine STRING 
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)[195],[298]. STRING permet également 
de faiƌe de l’eŶƌiĐhisseŵeŶt de teƌŵes de gene ontology (cf. chapitre 2, partie III.2). 
Avec cet outil, nous avons mis en évidence des fonctions biologiques significativement enrichies 
parmi les protéines sur- ou sous-exprimées obtenues. 
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1. Protéines significativement surexprimées dans les cellules EF par 
rapport aux cellules 3T3. 
Les protéines significativement surexprimées dans les cellules EF par rapport aux cellules 3T3 sont 
représentées ci-dessous sous foƌŵe d’uŶ ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine (Figure 70). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 70 : RĠseau d’iŶteƌaĐtioŶs protéine-protéine généré sur le logiciel STRING à partir de la liste de 
protéines surexprimées dans les cellules EF par rapport aux cellules 3T3. Chaque sphère correspond à une 
protéine et chaque trait correspond à un lien entre deux protéines dans la base de données. La couleur des 
traits fait référence au type de lien existant entre ces protéines comme indiqué dans la légende (en haut à 
droite). 
a. Augmentation de la quantité des protéines impliquées la glycolyse. 
Le Ŷœud d’iŶteƌaĐtioŶ le plus deŶse de Đe ƌĠseau ĐoƌƌespoŶd à des pƌotĠiŶes diƌeĐteŵeŶt liĠes au 
pƌoĐessus de glǇĐolǇse. L’eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶ teƌŵes de gene ontology des protéines de ce réseau en 
fonction des processus biologiques lui donne la plus petite valeur p ;p≈ ϭϬ-6) (Figure 71). 
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Figure 71 : Nœud du ƌĠseau d'iŶteƌaĐtioŶ Đorrespondant au processus de glycolyse. Les sphères colorées en 
rouge correspondent aux protéines qui sont directement impliquées dans le processus de glycolyse et qui ont 
ĐoŶduit à l’eŶƌiĐhisseŵeŶt de Đe teƌŵe de gene ontology. 
Cette augmentation de la glycolyse correspond à une propriété quasi-universelle des cellules 
cancéreuses primaires ou métastasiques. EŶ effet, eŶ plus de l’ATP ŶĠĐessaire pour maintenir les 
pƌoĐessus Đellulaiƌes Ŷoƌŵauǆ, les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses oŶt ďesoiŶ d’ĠŶeƌgie supplĠŵeŶtaiƌe pouƌ 
satisfaire leurs besoins élevés, liés à leur division rapide. 
Dans des conditions aérobies classiques, une cellule normale va métaboliser le glucose afin de 
pƌoduiƌe de l’ATP, souƌĐe d’ĠŶeƌgie de la Đellule. Ce pƌoĐessus fait iŶteƌǀeŶiƌ ϭͿ la glǇĐolǇse Ƌui 
transforme une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate puis 2) le cycle de Krebs qui va 
permettre de dégrader complètement le pyruvate en CO2 et H2O aǀeĐ pƌoduĐtioŶ d’ATP paƌ des 
étapes successives de phosphorylation oxydative réalisées dans les mitochondries. Ce processus 
Đoŵplet est ƌelatiǀeŵeŶt loŶg ŵais tƌğs effiĐaĐe pouƌ la pƌoduĐtioŶ d’ATP ;ϯϲ à ϯϴ ŵolĠĐules d’ATP 
produites par molécule de glucose). 
Dans les mêmes conditions, une cellule cancéreuse va être capable de contourner ce long processus 
pouƌ paƌeƌ au plus uƌgeŶt eŶ Ŷ’utilisaŶt Ƌue la pƌeŵiğƌe Ġtape du pƌoĐessus, à saǀoiƌ la glǇĐolǇse. Ce 
stratagème permet à la cellule ĐaŶĐĠƌeuse de pƌoduiƌe de l’ATP plus ƌapideŵeŶt ŵais de façoŶ 
ďeauĐoup ŵoiŶs ƌeŶtaďle puisƋue daŶs Đe Đas, seules Ϯ ŵolĠĐules d’ATP soŶt pƌoduites diƌeĐteŵeŶt 
lors de la glycolyse et 6 supplémentaires par phosphorylation oxydative du NADH produit lors de la 
glycolyse. Ce phénotype métabolique est connu sous le nom d’effet Waƌďuƌg [299].  
AiŶsi, pouƌ uŶe pƌoduĐtioŶ d’ATP à la fois plus ƌapide et plus iŵpoƌtaŶte, la Đellule ĐaŶĐĠƌeuse doit 
consommer rapidement une grande quantité de glucose, ce qui explique la surexpression des 
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protéines impliquées dans le processus de glycolyse pour faire face à cette demande accrue et rapide 
d’ĠŶeƌgie [300]. 
b. Augmentation des protéines impliquées dans la biosynthèse 
Parmi les 50 protéines significativement surexprimées, 17 sont impliquées dans les processus de 
ďiosǇŶthğse ;ďiosǇŶthğse de ŵoŶosaĐĐhaƌides, de ŶuĐlĠotides, d’aĐides aŵiŶĠs…Ϳ. 
Les cellules tumorales qui ont une vitesse de croissance augmentée ont, en effet, besoin de produire 
daǀaŶtage de ͞ďƌiƋues élémentaires͟ pour garantir leur capacité de prolifération [301]. Cette 
oďseƌǀatioŶ est eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ des pƌotĠiŶes de la glǇĐolǇse puisƋue daǀaŶtage 
d’ĠŶeƌgie ǀa ġtƌe ĐoŶsoŵŵĠe. 
c.  Protéines oncogéniques 
Nous pouvons noter également la surexpression de différentes protéines connues pour leur rôle 
iŵpoƌtaŶt daŶs le pƌoĐessus d’oŶĐogĠŶğse. Paƌŵi elles, la ŵoesiŶ doŶt la suƌeǆpƌessioŶ est 
nécessaire à la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses conduisant à la 
formation de métastases [302]. 
UŶe autƌe pƌotĠiŶe iŵpoƌtaŶte est l’insulin like growth factor 2 (IGF2) qui est en fait un peptide 
mitogène de 7,5 kDa surexprimé dans différents cancers et généralement associé à un mauvais 
pronostic [303]. 
d. PƌotĠiŶe iŵpliƋuĠe daŶs le ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe 
Parmi les protéines surexprimées dans les cellules EF par rapport auǆ ϯTϯ, il seŵďleƌait Ƌu’il Ǉ ait au 
moins une protéine correspondant au phénotype particulier observé pour les cellules EF. En effet, il a 
été montré que la STE20 like serine/threonine protein kinase (SLK) jouait un rôle dans le remodelage 
du cytosquelette [304]. De plus, il a ĠtĠ oďseƌǀĠ Ƌu’uŶe surexpression de SLK activée induisait une 
rétraction des cellules vis-à-vis de leur substrat et inhibait le déplacement des cellules. Il semblerait 
que cet effet soit lié à la dissolution des fibres des stress par SLK [305]. 
2. Protéines significativement sous-exprimées dans les cellules EF par 
rapport aux cellules 3T3. 
Pour les protéines sous-exprimées dans les cellules EF par rapport aux cellules 3T3, nous avons 
pƌoĐĠdĠ de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe eŶ Ŷous appuǇaŶt suƌ le ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶ ĐoŶstƌuit à paƌtiƌ de la 
liste de protéines via le logiciel STRING (ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶ pƌĠseŶtĠ eŶ aŶŶeǆes N° 7). 
a. DiŵiŶutioŶ des pƌoĐessus d’oǆǇdo-réduction et de respiration 
Parmi les protéines sous-eǆpƌiŵĠes, ϭϯ soŶt diƌeĐteŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs des pƌoĐessus d’oǆǇdo-
réduction. 
Les cellules cancéreuses, comparées aux cellules normales, se trouvent dans une situation de stress 
oxydant liée à une activité métabolique accrue réalisée en limitant le fonctionnement des 
mitochondries et les processus de respiration [306]. Ce stƌess oǆǇdaŶt se tƌaduit paƌ l’augŵeŶtatioŶ 
du niveau des espèces réactives à base d’oǆǇgğŶe (ROS reactive oxygen species). Les ROS incluent des 
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radicaux libres comme les superoxides (O2
• - ) et les radicaux hydroxyles (HO•) ainsi que des molécules 
ŶoŶ ƌadiĐalaiƌes telles Ƌue l’H2O2. Il a été montré que cette augmentation du niveau de ROS peut 
avoir de nombreuses conséquences bénéfiques du point de vue de la cellule cancéreuse. En effet, il 
apparaît que les ROS stimulent la prolifération cellulaire et entraînent des mutations et des 
instabilités génétiques pouvant conduire, par exemple, au développement de résistances aux 
traitements anticancéreux [307]. Le stress oxydant pourrait ainsi être favorable au développement 
des tumeurs. Cependant, les mécanismes responsables de ce stress oxydant observé dans la plupart 
des cancers ne sont pas précisément connus. En particulier, il est difficile de savoir quel est le niveau 
ĐƌitiƋue de RO“ à paƌtiƌ duƋuel oŶ passe d’uŶe situatioŶ pƌopiĐe au dĠǀeloppeŵeŶt du ĐaŶĐeƌ à Đelle 
d’uŶe ŵeŶaĐe pouƌ la suƌǀie de Đes Đellules. 
Quoi Ƌu’il eŶ soit, la ŵodifiĐatioŶ des Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes iŵpliƋuĠes daŶs les 
pƌoĐessus d’oǆǇdo-réduction constitue une caractéristique commune des cellules cancéreuses. Parmi 
ces protéines, beaucoup de protéines aux propriétés antioxydantes sont identifiées dans nos 
eǆpĠƌieŶĐes aǀeĐ uŶ Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ diŵiŶuĠ daŶs les Đellules tumorales EF par rapport aux 
cellules 3T3 : C’est le Đas des supeƌoǆide disŵutases ;“ODͿ [Cu-Zn] et [Mn], des Glutathione-S-
transférases Mu1 et Mu2, des NADPH isocitrate déshydrogénase cytoplasmique et mitochondriale ou 
encore de la peroxiredoxine-2. DaŶs ďeauĐoup de ĐaŶĐeƌs, les Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ des “OD soŶt au 
ĐoŶtƌaiƌe augŵeŶtĠs, ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt pouƌ Ġǀiteƌ d’atteiŶdƌe uŶ Ŷiǀeau ĐǇtotoǆiƋue de RO“ 
[308], [309]. CepeŶdaŶt daŶs d’autƌes ĐaŶĐeƌs le Ŷiǀeau de “OD est diŵiŶuĠ [310], [311] Đoŵŵe Đ’est 
le Đas daŶs Ŷotƌe Ġtude ;diŵiŶutioŶ d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϱ-1,6). Cela suggère que les différents types de 
cancers régulent de manière différente leur niveau de ROS et Ƌue, pouƌ le saƌĐoŵe d’EǁiŶg, 
l’oďteŶtioŶ d’uŶ Ŷiǀeau satisfaisaŶt de RO“ passeƌait paƌ la diŵiŶutioŶ du Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ des 
protéines anti-oxydantes. 
Par contre, il est important de noter la surexpression de la hypoxia up-regulated protein 1 dans les 
cellules EF par rapport aux cellules 3T3 qui indique que les cellules EF sont également dans des 
conditions de stress hypoxiques, Đ’est à diƌe de dĠfiĐit eŶ oǆǇgğŶe. DiffĠƌeŶtes Ġtudes [312], [313] 
suggèrent que les cellules cancéreuses se placent volontairement dans ces conditions de manière à 
s’adapteƌ à l’aďseŶĐe d’oǆǇgğŶe. EŶ effet l’oxygène fait défaut aux tumeurs en développement dans 
uŶ tissu jusƋu’à la ŵise eŶ plaĐe de Ŷouǀeauǆ ƌĠseaux sanguins nécessaires à leur oxygénation 
(angiogénèse). 
e. Sous-eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe. 
Le ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe joue uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs la ǀie de la Đellule ;diǀisioŶ, ŵigƌatioŶ, 
tƌaŶsŵissioŶ des sigŶauǆ…Ϳ et les ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠgulatioŶ de la dǇŶaŵiƋue de l’aĐtiŶe ƌeposeŶt suƌ 
l’iŶteƌǀeŶtioŶ de tƌğs Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe (cf. chapitre 1. Partie II .3). Il est 
faĐile d’iŵagiŶeƌ Ƌue Đes pƌotĠiŶes peuǀeŶt suďiƌ des ŵodifiĐatioŶs d’eǆpƌessioŶ loƌs de la 
transformation tumorale. Cependant ces modifications des protéines du cytosquelette 
correspondant au changement de phénotype induit par la protéine oncogénique EWS-FLIϭ Ŷ’oŶt pas 
encore, à notre connaissance, été décrites dans la littérature. 
L’eǆaŵeŶ atteŶtif des listes de protéines significativement sous-exprimées obtenues pour la 
ĐoŵpaƌaisoŶ des Đellules EF et ϯTϯ, a peƌŵis d’ideŶtifieƌ uŶ total de ϭϮ pƌotĠiŶes ĐoŶŶues pouƌ leuƌ 
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liaisoŶ et leuƌ iŵpliĐatioŶ daŶs la dǇŶaŵiƋue de l’aĐtiŶe. Ces protéines sont présentées dans le 
Tableau 13. 
Tableau 13 : RĠĐapitulatif des pƌotĠiŶes de liaisoŶs de l’aĐtiŶe figuƌaŶt daŶs la liste des pƌotĠiŶes 
significativement sous-exprimées dans les cellules tumorales EF par rapport aux cellules non-tumorales 3T3. 
Protéines de liaison de 
l'actine 
Fonction(s) Références 
LIM and SH3 domain 
protein 1 (LASP-1) 
Régulation des fonctions cellulaires associées avec les 
réarrangements du cytosquelette à la membrane. 
Présente dans les points d'adhésion focaux et associée 
notamment à la zyxine. 
[314] 
Filamine 
Cross-linke les filaments d'actine pour la formation de 
réseaux orthogonaux d'actine 
[46] + cf. 
chapitre 1. partie 
II.3.b. 
Destrine (ou Actin 
Depolymerizing Factor 
ADF) 
Séquestre les filaments d'actine et se lie aux 
monomères d'actine 
[315] 
Protéine AHNAK 1 et 2 Formation de faisceaux d'actine [316] 
Gelsoline Protéine de ségrégation et de coiffe 
[38] + cf. 
chapitre1 partie 
II.3.a 
Myosine (myosin 
regulatory light chain 12B 
(MYL12B) + myosin-9+ 
myosin light polypeptide 6) 
Constituants du complexe Myosine II qui lie l'actine et 
joue un rôle central dans l'adhésion cellulaire, la 
migration et la division.  
Une sous-régulation des myosin regulatory light chains A 
ou B  (MYL12B/12A) induit un changement remarquable 
de morphologie cellulaire et la disparition des fibres de 
stress 
[317] 
Tropomyosine Protéine de stabilisation latérale des filaments 
[41] + cf. 
chapitre 1 partie 
II.3.a 
Caldesmone Protéine de stabilisation latérale des filaments 
[43] + cf. 
chapitre 1 partie 
II.3.a 
Calponine-3 Joue un rôle dans la formation des fibres de stress [318] 
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A l’eǆĐeptioŶ de la destƌiŶe et de la gelsoliŶe Ƌui soŶt plutôt ĐoŶŶues pouƌ ŵaiŶteŶiƌ l’aĐtiŶe sous 
forme monomérique, les protéines de liaison de l’aĐtiŶe sous-exprimées dans les cellules EF, ont 
toutes uŶ ƌôle soit daŶs la staďilisatioŶ des filaŵeŶts d’aĐtiŶe ;tƌopoŵǇosiŶe, ĐaldesŵoŶeͿ, soit daŶs 
leur assemblage en réseaux ou en faisceaux (calponine-3, protéine AHNAK 1 et 2, filamine, sous 
unités de la myosine II), ou encore dans leur ancrage à la membrane (LASP-1).  
La comparaison des cellules EF et 3T3 réalisée indique par conséquent que la transformation 
tumorale conduit à une ƌĠduĐtioŶ sigŶifiĐatiǀe de l’eǆpƌessioŶ d’uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt de pƌotéines 
ĐlĠs de liaisoŶ de l’aĐtiŶe. Ce ƌĠsultat ǀa à l’eŶĐoŶtƌe de Đe Ƌue l’oŶ peut atteŶdƌe pouƌ des Đellules 
ĐaŶĐĠƌeuses Ƌui soŶt aŵeŶĠes à ŵigƌeƌ paƌ foƌŵatioŶ de filipodes, de laŵellipodes, etĐ… (cf. 
chapitre 1 partie III.1). 
Par contre, cette observatioŶ ǀa daŶs le seŶs de l’Ġtude de Chatuƌǀedi et al. [93] qui a mis en 
ĠǀideŶĐe le ĐoŵpoƌteŵeŶt tout à fait paƌtiĐulieƌ des saƌĐoŵes d’EǁiŶg paƌ ƌappoƌt à la ŵajoƌitĠ des 
Đellules ĐaŶĐĠƌeuses et Ƌui faisait l’hǇpothğse d’uŶ ŵode de dissĠŵiŶatioŶ passif de Đes Đellules. 
Ainsi il semblerait que le phénotype des cellules EF caractérisé par un cytosquelette désorganisé 
dĠpouƌǀu de fiďƌes de stƌess, uŶe foƌŵe ƌoŶde et l’aďseŶĐe de poiŶts d’adhĠsioŶ foĐauǆ, soit le 
ƌĠsultat d’uŶe sous-eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe. 
III. Effet du peptide vecteur photo(R/W)9 sur le protéome des 
cellules EF. 
Apƌğs aǀoiƌ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe des ĐhaŶgeŵeŶts d’eǆpƌession des protéines de liaison de l’aĐtiŶe 
pouvant expliquer le changement de phénotype entraîné par la protéine oncogénique EWS-FLI1, 
nous nous sommes intéressés aux modifications d’eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes liĠes à la pƌĠseŶĐe du 
peptide vecteur photo(R/W)9. Nous souhaitions essayer de corréler les variations du protéome 
oďseƌǀĠes eŶtƌe les Đellules EF et ϯTϯ aǀeĐ Đelles liĠes à l’iŶteƌŶalisatioŶ du peptide photo;R/WͿ9.   
Pour cela nous avons comparé le protéome des cellules EF(H) non traitées avec celui des cellules 
EF(L) traitées une nuit avec une concentration extracellulaire de 5 µM en peptide photo(R/W)9. Dans 
le Đhapitƌe ϱ, paƌtie I.Ϯ. , Ŷous aǀoŶs ǀu Ƌu’au ďout de ϳϱ ŵiŶ la Ƌuantité de peptide photo(R/W)9 
internalisé dans 106 Đellules Ġtait de l’oƌdƌe de ϯ pŵol Đe Ƌui ĐoƌƌespoŶd à uŶe dizaiŶe de ŵillioŶs de 
molécules de peptide photo(R/W)9 internalisées par cellules (le volume de 10
6 cellules étant 
d’eŶǀiƌoŶ ϭ,ϱ µL Đela ĐoƌƌespoŶd à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe de l’oƌdƌe de Ϯ µMͿ. 
De la même manière que pour la comparaison des cellules EF et 3T3, trois réplicats biologiques de 
l’eǆpĠƌieŶĐe oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs. A Ŷouǀeau, les seuils de sigŶifiĐatiǀitĠ dĠfiŶis gƌâĐe auǆ eǆpĠƌiences 
ĐoŶtƌôles ;uŶe ǀaƌiatioŶ du ƌatio H/L supĠƌieuƌe à uŶ faĐteuƌ ϭ,ϱ aiŶsi Ƌu’uŶe ǀaleuƌ de p<Ϭ,Ϭϱ suƌ la 
détermination du ratio H/L) ainsi que le critère de présence dans au moins deux des trois réplicats 
ont été utilisés pour filtrer les résultats. Le volcano plot obtenu dans ce cas est présenté Figure 72. 
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Figure 72 : Graphique de type volcano plot pour la comparaison du protéome des cellules EF (H) et des 
cellules EF (L) incubées avec le peptide photo(R/W)9 (18 h, 5 µM). A chacun des trois réplicats biologiques 
réalisés correspond une couleur, ici grise, brune et verte. 
Dans ce cas, aucune protéine, parmi les 1745 protéines identifiées (1 % FDR) et quantifiées (avec 3 
peptides ŵiŶiŵuŵͿ, Ŷ’est significativement modifiée de manière reproductible. 
Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, il appaƌaît Ƌu’au ďout de ϭϴ h de tƌaiteŵeŶt aǀeĐ le peptide photo;R/WͿ9, le 
changement de phénotype observé en immunofluorescence ne se traduit pas par une modification 
importante et ƋuaŶtifiaďle d’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes. 
Cette expérience donne ainsi lieu à la question suivante : «  Comment se fait-il Ƌu’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de 
phénotype des cellules EF engendré par le peptide photo(R/W)9 ne soit pas visible au niveau du 
protéome de ces cellules ? ». A Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe Đe geŶƌe de ƋuestioŶ Ŷ’a jaŵais ĠtĠ ƌĠelleŵeŶt 
posée dans la littérature. 
Pour essayer de répondre à cette question les hypothèses suivantes ont été formulées :  
-  Il est possible que nous ne soyons pas en mesure de mettre en évidence ces changements. 
EŶ effet, Ŷous aǀoŶs ŶotĠ loƌs des eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, l’hĠtĠƌogĠŶĠitĠ des 
phénotypes existant dans une population de cellules traitées (cf. présentation du projet de 
recherche : environ 45 % de cellules N (non-tumorales), 35 % de cellules ND (non-
déterminées) et 20 % de cellules T (tumorales)). Par conséquent, nous pouvons imaginer que 
les ĐhaŶgeŵeŶts d’eǆpƌessioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à Đe ĐhaŶgeŵeŶt de phĠŶotǇpe soieŶt 
ŵoǇeŶŶĠs aǀeĐ les Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ de Đes pƌotĠines dans des cellules qui ne seraient 
pas modifiées par le traitement avec le peptide photo(R/W)9. 
 
- Nous pouǀoŶs ĠgaleŵeŶt iŵagiŶeƌ Ƌue l’oďteŶtioŶ d’uŶ phĠŶotǇpe se ƌappƌoĐhaŶt de Đelui 
des cellules 3T3 non-tuŵoƌales à l’issue du tƌaiteŵeŶt aǀeĐ photo;R/W)9, soit le résultat de 
ĐasĐades d’ĠǀğŶeŵeŶts ŵolĠĐulaiƌes diffĠƌeŶtes de Đelles iŶduites par la transformation par 
EWS-FLI1. Le peptide photo(R/W)9 pourrait, par exemple, plutôt induire des modifications 
post-traductionnelles que des vaƌiatioŶs d’eǆpƌession des protéines. Il est également 
eŶǀisageaďle Ƌue les Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ d’autƌes pƌotĠiŶes Ƌue Đelles Ƌue Ŷous aǀoŶs pu 
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identifier dans notre expérience soient modifiés (seulement environ 1700 protéines 
ideŶtifiĠes suƌ uŶ total de l’oƌdƌe de ϭϬ 000 à 12 000 protéines recensées [319]). Pour 
pouǀoiƌ ƌĠpoŶdƌe à Đette ƋuestioŶ, il Ŷous faudƌait ġtƌe eŶ ŵesuƌe d’ideŶtifieƌ un plus grand 
nombre de peptides de façon (1) à identifier de nouvelles protéines et (2) à obtenir une 
meilleure statistique pour la quantification des protéines déjà identifiées et ainsi pouvoir 
considérer davantage de valeurs de ratio (H/L). Pour cela nous pourrions augmenter le 
nombre de bandes de gels utilisées pour le préfractionnement, envisager un 
préfractionnement par focalisation isoélectrique [320] ou en chromatographie échangeuse 
de cations (SCX) [321]. Un préfractionnement au niveau cellulaire par ultracentrifugation 
différentielle est également envisageable (cf. partie matériel et méthodes III.7).  
 
-  Il est possiďle Ƌu’uŶe duƌĠe d’iŶĐuďatioŶ de ϭϴ h Ŷe soit pas adaptĠe pouƌ ŵettƌe eŶ 
évideŶĐe les ŵodifiĐatioŶs du pƌotĠoŵe. Il seƌait aiŶsi iŶtĠƌessaŶt de ƌĠaliseƌ l’eǆpĠƌieŶĐe 
pour des temps plus courts (ex : 2 h) ou plus longs (ex : quelques jours). 
Conclusion : 
La comparaison des protéomes de cellules tumorales EF et des cellules non-tumorale 3T3 dont elles 
soŶt issues, Ŷous a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe des ǀaƌiatioŶs d’eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes 
caractéristiques de différents processus connus pour être modifiés lors de la transformation 
tumorale. Les modifications du métabolisme des cellules tumorales sont récapitulées Figure 73 
[322]. 
 
Figure 73 : Modifications du métabolisme caractéristiques de la transformation tumorale (figure tirée de 
[322]) 
Au-delà du métabolisme, des changements sont attendus au niveau du cytosquelette lors de la 
transformation tumorale. Classiquement les cellules tumorales qui cherchent à se disséminer vont 
avoir tendance à surexprimer de nombreuses protéines de liaison de l’aĐtiŶe et à ƌeŶfoƌĐeƌ leuƌ 
cytosquelette pouƌ ŵigƌeƌ. Les Đellules tuŵoƌales EF, ŵodğle Đellulaiƌe du saƌĐoŵe d’EǁiŶg, 
semblent différer sur ce point des cellules tumorales classiques puisque l’eǆpƌessioŶ de ďeauĐoup de 
pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe est diŵiŶuĠe à l’eǆĐeptioŶ de la STE20 like serine/threonine protein 
kinase qui est connue pour empêcher la migration des cellules [305]. Ainsi, il apparaît que 
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ĐoŶfoƌŵĠŵeŶt à l’hǇpothğse de Chatuƌǀedi et al. [93] , tout soit ŵis eŶ œuǀƌe pouƌ liŵiteƌ l’aŶĐƌage 
de ces cellules et leur migration active, de façon à privilégier un mode de dissémination passif. 
Alors que ces expériences de protéomique quantitative se sont avérées utiles pour comprendre 
comment la transformation tumorale induite par EWS-FLI1 affecte le protéome des cellules 
fiďƌoďlastiƋues, Ŷous Ŷ’aǀoŶs, pouƌ le ŵoŵeŶt, pas pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe de ĐhaŶgeŵeŶts 
significatifs du protéome des cellules EF induits par le peptide photo(R/W)9  malgré les modifications 
observées au niveau phénotypique. 
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Conclusion 
La ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ des CPPs pƌĠseŶtaŶt uŶe aĐtiǀitĠ ďiologiƋue 
intrinsèque est un prérequis à leur utilisation à des fins thérapeutiques comme agents de 
phaƌŵaĐoŵodulatioŶ et/ou de ǀeĐtoƌisatioŶ. Cette Ġtude s’est ĐoŶĐeŶtƌĠe suƌ la compréhension de 
l’effet ŵolĠĐulaiƌe du CPP ;R/WͿ9 sur des cellules modèle du sarcome d'Ewing (cellules EF). Toutes 
les approches développées dans ce travail pourront être ĠteŶdues à l’Ġtude d’autƌes CPPs pƌĠseŶtaŶt 
des pƌopƌiĠtĠs ďiologiƋues distiŶĐtes, de ŵġŵe Ƌu'à d'autƌes sǇstğŵes d’iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-
protéine. 
Ce pƌojet de ƌeĐheƌĐhe Ŷous a aŵeŶĠ, tout d’aďoƌd, à Ġǀalueƌ la ŵĠthode de cross-linking chimique 
couplée à la spectrométrie de masse pouƌ l’Ġtude de Đoŵpleǆes CPP-pƌotĠiŶe. A l’issue 
d’optiŵisatioŶs des ĐoŶditioŶs de ƌĠaĐtioŶ et d’aŶalǇse et apƌğs aǀoiƌ ŵis au point des outils adaptés 
pouƌ l’interprétation des données, nous avons pu obtenir à la fois des informations sur la 
composition des complexes entiers CPP(s)-protéine cross-liŶkĠs et suƌ les zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ. Cette 
approche in vitro Ŷous a peƌŵis d’ideŶtifieƌ des zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶs de l’aĐtiŶe aǀeĐ le CPP ;R/W)9 
connues pour jouer un rôle crucial dans sa dynamique.  
Cependant étant donné la multipliĐitĠ des zoŶes d’iŶteƌaĐtioŶ du CPP (R/W)9 aǀeĐ l’aĐtiŶe, la 
ƋuestioŶ de la spĠĐifiĐitĠ de Đette iŶteƌaĐtioŶ s’est posĠe et nous a incité à entreprendre des 
expériences dans un contexte plus proche de la réalitĠ Đ’est-à-dire sur cellules entières (in cellulo) ou 
sur lysats cellulaires obtenus en conditions non-dénaturantes. Pour cela, il a été nécessaire de 
s'affranchir des cross-linkers généralement non perméables aux membranes biologiques et 
s'hydrolysant rapideŵeŶt eŶ ŵilieu aƋueuǆ. AiŶsi, pouƌ la Đaptuƌe des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ du 
peptide (R/W)9, nous avons développé une méthode de photocross-linking couplé à la 
spectrométrie de masse. Dans ce cas, il est possible de laisser le peptide vecteur entrer dans les 
cellules, interagir avec ses partenaires et de seulement ensuite, au moment voulu par 
l'expérimentateur, réaliser la capture des partenaires du CPP par photoirradiation des cellules 
entières. 
Nous avons pour cela conçu et fait synthétiser une version photoactivable du peptide (R/W)9. Cette 
version du peptide nommée photo(R/W)9, comprenant une benzophénone pour la réaction de 
photocross-linking et une étiquette biotine pour la purification des complexes cross-linkés, a été 
ǀalidĠe d’uŶ poiŶt de ǀue ďiologiƋue afiŶ de s’assuƌeƌ Ƌue l’iŶtƌoduĐtioŶ de Đes Ŷouǀelles foŶĐtioŶs 
Ŷ’altĠƌait Ŷi sa ĐapaĐitĠ d’iŶteƌŶalisatioŶ, Ŷi sa ĐapaĐitĠ de ƌeŵodelage de l’aĐtiŶe. La ĐǇtotoǆiĐitĠ du 
peptide photo(R/W)9 a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ĠǀaluĠe afiŶ de s’assuƌeƌ Ƌu’elle Ġtait compatible avec la 
ƌĠalisatioŶ des eǆpĠƌieŶĐes suƌ Đellules eŶtiğƌes.  A l’issue de Đette validation biologique, la réaction 
de photocross-linking a été réalisée in vitro avec le système modèle BSA-photo(R/W)9. L’absence de 
logiciels dédiés à l'interprétation les spectres MS et MS/MS des espèces photocross-linkées nous a 
iŶĐitĠ à pƌoloŶgeƌ la ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l’ĠƋuipe du Dƌ X. Du pouƌ dĠǀeloppeƌ uŶe Ŷouǀelle ǀeƌsioŶ du 
logiciel Xlink-IdeŶtifieƌ, jusƋu’aloƌs liŵitĠ à l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des aŶalǇses de ŵilieux de cross-linking 
chimique [323]. Cette nouvelle version, Xlink-Identifier 2.0, en cours de finalisation, doit permettre 
d’ideŶtifieƌ les paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ d’uŶ peptide poƌteuƌ d’uŶe soŶde photoaĐtiǀaďle et de 
déterminer les résidus impliqués dans les réactions de photocross-linking à partir des spectres CID et 
ETD des espèces photocross-linkées. Ce travail nous a conduits à nous intéresser de près aux 
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spectres de fragmentation ETD et CID pour en tirer le maximum d'informations utiles à 
l'identification des sites de photomarquage. En effet, seule une partie de l'information contenue 
dans ces spectres est actuellement prise en compte dans les recherches automatisées. Il reste encore 
des optimisations à réaliser afin de tenir compte de la totalité des informations pertinentes.  
De manière plus générale, les logiciels dédiés à des applications biologiques particulières (comme ici 
le photoŵaƌƋuageͿ foŶt eŶĐoƌe souǀeŶt dĠfaut ďieŶ Ƌu’iŶĐoŶtouƌŶaďles pouƌ tƌaiteƌ les ƋuaŶtitĠs 
énormes d'informations générées par les études de protéomique. L'évolution de ces moteurs de 
recherche passe irrémédiablement par une étroite collaboration entre les bioinformaticiens et les 
bio-analyticiens et une harmonisation de leurs façons de penser et de conceptualiser les choses est 
nécessaire. Cette collaboration avec l'équipe du Dr X. Du a été très enrichissante de ce point de vue. 
Nous avons par ailleurs traǀaillĠ à la ŵise au poiŶt d’uŶ pƌotoĐole pouƌ la ƌĠalisatioŶ d’eǆpĠƌieŶĐes de 
photocross-linking in cellulo. Cela Ŷous a peƌŵis de ǀĠƌifieƌ Ƌu’il Ǉ aǀait ďieŶ foƌŵatioŶ de Đoŵpleǆes 
photocross-liŶkĠs loƌs de l’Ġtape de photoiƌƌadiatioŶ suƌ Đellules eŶtiğƌes, mais cela nous a 
ĠgaleŵeŶt peƌŵis de pƌeŶdƌe ĐoŶsĐieŶĐe d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de diffiĐultĠs. Tout d’aďoƌd, nous 
aǀoŶs pu ĐoŶstateƌ l’iŵpossiďilitĠ de la Đaptuƌe paƌ affiŶitĠ des Đoŵpleǆes photoĐƌoss-linkés entiers : 
la sonde biotine est vraisemblablement rendue peu, voire inaccessible après la liaison covalente du 
peptide photo(R/W)9 avec des protéines partenaires. Par ailleurs, ces expériences ont mis en 
ĠǀideŶĐe la gƌaŶde ŵultipliĐitĠ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ de Đe peptide Ƌui est uŶ ĐoŶĐeŶtƌĠ de 
« points chauds » [290] avec à la fois des résidus arginine chargés positivement et des résidus 
tryptophane hydrophobes. Ce grand nombre de partenaires contribue à diluer fortement le signal MS 
pour les espèces photocross-linkées analysées après digestion enzymatique (trypsine) et purification 
d’affiŶitĠ. AiŶsi, à l’heuƌe aĐtuelle, la ŵĠthode dĠǀeloppĠe Ŷ’a pas peƌŵis d’ideŶtifier des partenaires 
d’iŶteƌaĐtioŶ du peptide photo;R/WͿ9. Ces méthodologies appliquées dans le cas particulier de notre 
Ġtude ĐoŶseƌǀeŶt uŶ ĐaƌaĐtğƌe tout à fait gĠŶĠƌal et pouƌƌoŶt ġtƌe utilisĠes pouƌ l’Ġtude de 
paƌteŶaiƌes d'iŶteƌaĐtioŶ d’autƌes peptides ou petites molécules présentant des caractéristiques 
physicochimiques moins propices aux interactions non spécifiques.  
L’iŵpossiďle Đaptuƌe suƌ ďilles ŵagŶĠtiƋues de stƌeptaǀidiŶe des Đoŵpleǆes photoĐƌoss-linkés entiers 
nous a amenés à nous tourner vers la méthode de pull-down. Cette technique couplée à la 
spectrométrie de masse et associée au logiciel de traitement de données SAINT, a peƌŵis d’ideŶtifieƌ 
deuǆ paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ du peptide photo(R/W)9 pertinents d'un point de vue biologique: la 
protéine EWS et le polypeptide DEAD box, ŵotif ĐoŵŵuŶ auǆ RNA hĠliĐases. L’ideŶtifiĐatioŶ de Đes 
paƌteŶaiƌes poteŶtiels suggğƌe la possiďilitĠ d’uŶe peƌtuƌďatioŶ de l’aĐtiǀitĠ de tƌaŶscription de la 
protéine EWS-FLI1 par le CPP (R/W)9. Cependant cette hypothèse, construite sur des résultats 
préliminaires, demande à être confirmée par différentes expériences. Certaines reposant sur la 
surexpression des protéines EWS, EWS-FLI1 et FLI1 sont actuellement en cours.  
FiŶaleŵeŶt, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d’Ġǀalueƌ l’iŶflueŶĐe du CPP (R/W)9 sur le protéome des cellules EF. 
Avant cela et étant donné le déficit des données de protéomique à ce sujet, nous nous sommes 
iŶtĠƌessĠs à l’effet de la tƌaŶsfoƌŵatioŶ tuŵoƌale iŶduite paƌ la pƌotĠiŶe oŶĐogĠŶiƋue EW“-FLI1 sur 
le protéome. Pour cela nous avons utilisé une approche de protéomique quantitative reposant sur le 
marquage métabolique SILAC et avons comparé les protéomes des cellules tumorales EF et des 
cellules non-tumorales 3T3. Cette expérience a révélé la sous-régulation lors de la transformation 
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tuŵoƌale de l’eǆpƌessioŶ de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes de liaisoŶ de l’aĐtiŶe jouaŶt uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs la 
dynamique du cytosquelette. Ces résultats sont en accord avec le phénotype des cellules EF et 
appuieŶt l’hǇpothğse foƌŵulĠe paƌ Chatuƌvedi et al. d’uŶ ŵode de dissĠŵiŶatioŶ oƌigiŶal de Đes 
cellules cancéreuses [93].  
Par contre, l’effet du peptide ;R/WͿ9 sur le phénotype des cellules EF ne semble pas être 
accompagné de modifications importantes du protéome de ces cellules : aucune différence 
sigŶifiĐatiǀe des Ŷiǀeauǆ d’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes Ŷ’a pu être mise en évidence dans les conditions 
d'aŶalǇse et de tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes utilisĠes. UŶe Ġtude du phosphopƌotĠoŵe ou d’autƌes 
modifications post-traductionnelles devrait ġtƌe eŶǀisagĠe pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe l’iŵpaĐt gloďal suƌ le 
fonctionnement des cellules EF. Il seƌait ĠgaleŵeŶt utile d’essaǇeƌ de ŵieuǆ Ġǀalueƌ l’iŶflueŶĐe de la 
duƌĠe d’iŶĐuďatioŶ pouƌ la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe de l’effet du CPP (R/W)9  sur le protéome.  
Pendant de nombreuses années, ce sont les teĐhŶiƋues d’Ġtudes d’iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-
protéine dites in vitro (ITC, Cristallographie des rayons X, RMN, spectrométrie de masse native…) qui 
ont permis de caractériser de nombreux systèmes d’interaction composés de quelques, le plus 
souvent de deux, paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ puƌifiĠs à paƌtiƌ de ŵilieux cellulaires ou obtenus de 
ŵaŶiğƌe ƌeĐoŵďiŶaŶte. CepeŶdaŶt Đes teĐhŶiƋues deǀieŶŶeŶt tƌğs ƌapideŵeŶt iŶutilisaďles loƌsƋu’il 
s’agit d’Ġtudieƌ des sǇstğŵes plus Đoŵpleǆes. DaŶs le Đadƌe de Ŷotƌe Ġtude, nous avons souhaité 
rechercher sans a priori les paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ du peptide vecteur (R/W)9, un peptide 
synthétique sans homologie de séquence avec une molécule existant daŶs les Đellules et Ŷ’aǇaŶt 
donc pas de rôle défini. Nous partions ainsi sans réelle piste sur les éventuels partenaires de ce 
peptide exogène. Etant donnée l’eǆtƌaoƌdiŶaiƌe ĐoŵpleǆitĠ du ŵilieu Đellulaiƌe et le peu 
d’iŶfoƌŵatioŶs dispoŶiďles suƌ le deǀeŶiƌ iŶtƌaĐellulaiƌe du peptide, Đette Ġtude s’est ƌĠǀĠlĠe tƌğs 
délicate. Il a été nécessaire de mettre au point différentes approches analytiques complémentaires 
pouƌ teŶteƌ d’oďteŶiƌ des iŶfoƌŵatioŶs suƌ le ŵode d’aĐtioŶ du peptide ;R/WͿ9. Le point commun de 
Đes appƌoĐhes est l’utilisatioŶ de la spectrométrie de masse Ƌui ĐoŶstitue aujouƌd’hui, gƌâĐe auǆ 
développements instrumentaux et méthodologiques rapides réalisés au cours des dernières 
décennies, un outil iŶĐoŶtouƌŶaďle pouƌ l’étude des systèmes biologiques. En effet, le couplage de 
méthodes de puƌifiĐatioŶ d’affinité ou de cross-linking in cellulo à la spectrométrie de masse et les 
approches de protéomique différentielle permettent de travailler sur des systèmes plus complexes et 
donc de se rapprocher de la « réalité » Đellulaiƌe. CepeŶdaŶt, l’oďteŶtioŶ d’iŶfoƌŵatioŶs de ƋualitĠ 
passe par la maîtrise de plusieurs étapes : conception d’eǆpĠƌieŶĐes appƌopƌiĠes, pƌĠpaƌatioŶ 
d’ĠĐhaŶtilloŶs, optimisation des ĐoŶditioŶs d’aŶalǇses, tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes aǀeĐ des logiĐiels 
adaptés. 
Les eǆpĠƌieŶĐes ƌĠalisĠes Ŷe Ŷous oŶt pas peƌŵis de tƌaŶĐheƌ suƌ l’oƌigiŶe de l’effet ďiologiƋue du 
peptide (R/W)9 mais ce travail nous a toutefois peƌŵis d’Ġǀalueƌ diffĠƌeŶtes approches et de 
foƌŵuleƌ l’hǇpothğse d’uŶ iŵpaĐt du peptide (R/W)9 suƌ l’aĐtiǀitĠ de tƌaŶsĐƌiptioŶ de la pƌotĠiŶe 
oncogénique EWS-FLI1. Les résultats obtenus nous incitent également à poursuivre les expériences 
de protéomique différentielle pour déterminer si (R/W)9 influe sur les modifications post-
traductionnelles des protéines. 
J’ai eu la ĐhaŶĐe aǀeĐ Đe tƌaǀail de thğse de ŵe faŵiliaƌiseƌ aǀeĐ diffĠƌeŶts aspeĐts de la recherche de 
paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶs paƌ AP-MS ou cross-linking-MS et je suis aujouƌd’hui ĐoŶsĐieŶte à la fois du 
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potentiel immense de ces techniques et de la multiplicité de leurs appliĐatioŶs, ŵais ĠgaleŵeŶt d’uŶ 
certain nombre de défis à relever pour faire progresser ce domaine. J’ai pu aussi me rendre compte 
de la complexité du milieu cellulaire et du ĐhalleŶge Ƌue ĐoŶstitue l’Ġtude des ŵĠĐaŶisŵes 
ŵolĠĐulaiƌes iŶduits loƌs de l’iŶtƌoduĐtioŶ des composés exogènes. Forte de cette expérience, je 
reste convaincue de la pertinence de ces approches aŶalǇtiƋues ǀisaŶt à ŵieuǆ ĐeƌŶeƌ l’iŵpaĐt de 
l’eŶtƌĠe de ŵolĠĐules ďioaĐtiǀes, CPPs ou ŵĠdiĐaŵents, sur la dynamique cellulaire.
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Matériel et Méthodes  
I. Matériel 
1. Origine du matériel 
Les réactifs utilisés proviennent de Sigma, à part les produits suivants :  
- Billes magnétiques de Streptavidine (Dynabeads M-280 Streptavidin, Invitrogen by life 
Technologies)  
- Les gels loaders et les tubes Eppendorfs viennent de Eppendorf 
- Consommables pour la culture : Les boîtes de culture (100 X 20 mm) et les pipettes de 
culture viennent de chez Corning, les boîtes de culture 12 et 96 puits de chez Falcon (Beckton 
Dickinson Labware).     
- Les milieux pour la culture : HBSS, DMEM (high glucose, no pyruvate), le DMEM déplété (high 
glucose, no glutamine, no lysine, no arginine) pour les expériences de SILAC, les sérums (FBS 
et NCS), la glutamine (200mM), la pénicilline streptomycine (100 000 UI/L) viennent de Gibco 
by life technologies. 
- MiĐƌoĐoŶs ϯϬ kDa ǀieŶŶeŶt d’AŵiĐoŶ BiosepaƌatioŶs ;MillipoƌeͿ. 
- Le kit BC AssaǇ ǀieŶt d’Interchim (Uptima) 
- Les acides aminés pour les expériences SILAC (L-Lysine-2HCl; L-Arginine-HCl, 13C6 L-Lysine-
2HCl,  13C6
15N4 L-Arginine-HCl) viennent de Thermo Scientific 
- L’eau et l’ACN utilisĠs eŶ NaŶoLC foŶt paƌtie de la gaŵŵe Optiŵa LC/MS et viennent de 
Fisher Scientific. Le FA et le TFA de Carlo Erba.  
 
2. Composition de tampons et solutions couramment utilisés : 
Tampon de lavages des billes  
Tampon A : Tris-HCl 50 mM, 0,1 mg/mL BSA 
Tampon B : Tris-HCl 50 mM, 0,1 % SDS, 0,1 mg/mL BSA 
Tampon C : Tris-HCl 50mM, 1 M NaCl, 0,1 mg/mL BSA 
Bleu de Laemmli 5X : 250 mM Tris, 40 % glycerol, 6,25 % SDS, 0,5 mL mercaptoéthanol 5 %, bleu de 
bromophénol 0,1 % 
Tampon de lyse stringent : (4 % SDS, 100 mM Tris HCl et 100 mM DTT) 
Solvants utilisés en NanoHPLC  
Solvant A : eau ĐoŶteŶaŶt Ϯ% d’ACN et Ϭ,ϭ% FA 
Solvant B : ϵϴ % d’ ACN + 0,1 % FA 
 
 
 
Matériel et méthodes 
 
- 172 - 
 
II. TeĐhŶiƋues d’aŶalǇses et Đultuƌe Đellulaiƌe 
1. Spectrométrie de masse MALDI-TOF  
 Préparation de la solution de matrice :  
La matrice CHCA est dissoute à 5 mg/mL dans une solutioŶ ĐoŶteŶaŶt ϱϬ % d’ACN et Ϭ,ϭ % TFA. La 
solution obtenue est passée aux ultrasons pendant 5 min afin de faciliter la solubilisation des cristaux 
de CHCA puis est centrifugée. Les dépôts sur la plaque MALDI sont réalisés par la méthode de la 
goutte séchée (mélange 1 : 1 échantillon : matrice réalisé au préalable). 
 Réglages instrumentaux :  
Les spectres MALDI-TOF et MALDI-TOF/TOF sont enregistrés sur un spectromètre Applied Biosystems 
4700 Proteomics Analyzer utilisaŶt uŶ laseƌ NdYAG ;λ = ϯϱϱ Ŷŵ, duƌĠe de pulse ≈ ϯ Ŷs, fƌĠƋueŶĐe de 
répétition 200Hz). La MS MALDI-TOF est réalisée en mode réflecteur positif (extraction retardée avec 
une résolution de masse optimisée pour un m/z 2100 u.) et pour des fluences laser proches du seuil 
de détection des ions. Les speĐtƌes soŶt ĠtaloŶŶĠs aǀeĐ uŶe solutioŶ d’ĠtaloŶs eǆteƌŶes, uŶ ŵĠlaŶge 
de peptides aǀeĐ des ŵasses Đoŵpƌises eŶtƌe ϱϬϬ et ϰϬϬϬ u, dĠposĠe à pƌoǆiŵitĠ de l’ĠĐhaŶtilloŶ à 
analyser.  
2. Couplage NanoLC-ESI-MS/MS 
Le système est un couplage NanoLC (Ultimate 3000, Dionex) avec un spectromètre de masse LTQ-
OrbitrapXL (Thermo Scientific) équipĠ d’uŶe souƌĐe ETD. Les échantillons sont injectés en mode µL 
pick-up ;ďouĐle d’iŶjeĐtioŶ de ϮϬ µL Volume maximum injecté de 6 µL) grâce à un passeur 
d’ĠĐhaŶtilloŶ et ĐoŶĐeŶtƌĠs sur une précolonne (Pepmap, C18, , 300 µm × 5 mm, 5 µm, 100 Å, Dionex) 
avec le solvant A. Après 10 min de chargement, les peptides sont élués sur la colonne NanoLC 
(Pepmap, C18, 75 µm × 150 mm, 2 µm 100 Å, Dionex) équilibrée avec 98 % de solvant A. Les peptides 
sont séparés en utilisant un gradient  0-10 min 2-10% de solvant B, 10-70 min 10-25 % de solvant B, 
70-90 min 25-40 % de solvant B, 90-93 min 40-60 % de solvant B, 93-110 min 60 % de solvant B et 
110-130 min 2% de solvant B  à un débit de 300 nl/min. Le spectromètre de masse LTQ-Orbitrap XL 
est ŵuŶi d’uŶe souƌĐe ŶaŶoĠleĐtƌospƌaǇ ;NaŶo-E“IͿ. L’aiguille d’ĠleĐtƌospƌaǇ de diŵeŶsioŶs 360/20 
µm o.d. × 10 µm i.d. est en silice fondue (PicoTip Emitter, Standard Coated SilicaTip, New Objective). 
Le spray est obtenu en chauffant le capillaire de transfert à une température de 200 °C et en 
appliƋuaŶt uŶe teŶsioŶ tǇpiƋueŵeŶt de ϭ,ϱ kV eŶtƌe l’aiguille d’ĠleĐtƌospƌaǇ et le Đapillaiƌe de 
tƌaŶsfeƌt. Les speĐtƌes M“ soŶt oďteŶus aǀeĐ l’aŶalǇseuƌ Oƌďitƌap (Automated gain control (AGC) 
2×105, teŵps d’iŶjeĐtioŶ ŵaǆiŵuŵ 500 ms) sur la gamme de m/z 500-2000 avec une résolution de 
30k en mode profil, puis des spectres MS/MS sont acquis dans le LTQ (AGC 1.104 , teŵps d’iŶjeĐtioŶ 
max 250 ms) en mode DDA (data dependant acquisition) en fragmentant les 10 ions les plus intenses 
aǀeĐ le ŵode CID ;TopϭϬCIDͿ. UŶ teŵps d’eǆĐlusioŶ dǇŶaŵiƋue de ϭϴϬ s est utilisĠ.  
Sauf indication contraire, loƌsƋu’il est fait ŵeŶtioŶ d’uŶe aŶalǇse paƌ NaŶoLC-ESI-MS/MS cela fait 
ƌĠfĠƌeŶĐe à l’utilisation de la méthode décrite ci-dessus. 
Pour les milieux de photo-crosslinking, en plus de la méthode classique, des analyses ont été 
réalisées en utilisant l’outil ŵasstag pour la sélection des précurseurs. De manière à fragmenter 
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uniquement les pics préseŶts daŶs les speĐtƌes M“ sous foƌŵes de douďlets d’Ġgale iŶteŶsitĠ et 
sĠpaƌĠs de ϭϬ,Ϭϲ Da, il faut ĐƌĠeƌ daŶs la ƌuďƌiƋue ŵasstag uŶe liste de Δŵ/z ;ϭϬ,Ϭϲ ; 5,03 ; 2,52 ; 
2,01 ; ϭ,ϲϴͿ et Đhoisiƌ uŶe gaŵŵe de tolĠƌaŶĐe pouƌ l’iŶteŶsitĠ du paƌteŶaiƌe ;ϳϬ-100 %Ϳ. L’optioŶ 
« fragmentation des deux partenaires » a été choisie.   
Pour la fragmentation avec le mode ETD, une activation supplémentaire (SA) de 20 % a été utilisée. 
3. Culture cellulaire 
Les cellules EF et 3T3 (lignées cellulaires de fibroblastes murins NIH-3T3 respectivement 
transformées ou non par la protéine de fusion EWS-FLI1) sont des cellules adhérentes cultivées dans 
du DMEM (+) Glucose (-) Pyruvate complémenté avec 10 % de sérum de veau nouveau-né (NCS), de 
la pénicilline (100 000 UI/L) et de la streptomycine (100 000 UI/L) sous atmosphère humidifiée 
contenant 5 % de CO2, à 37 °C (incubateur à cellules). Les cultures sont réalisées dans des boîtes de 
culture de 10 cm de diamètre dans des conditions stériles, toutes les manipulations des cellules se 
font sous une hotte à flux laminaire. Ces cellules ensemencées ont, dans des conditions de milieu de 
culture et de dilution classique (entre 1/20ième et 1/10ièmeͿ, uŶ teŵps de douďleŵeŶt d’eŶǀiƌoŶ Ϯϰ h. Il 
faut veiller à ne pas trop diluer ces cellules (en particulier les 3T3 qui ne doivent jamais être diluées 
daǀaŶtage Ƌu’au ϭ/ϮϬièmeͿ et Ġǀiteƌ Ƌu’elles Ŷe soieŶt à ĐoŶflueŶĐe ;eŶ paƌtiĐulieƌ les Đellules EF Ƌui 
sont susceptibles de changer de phénotype à confluence). 
III. Protocoles  
Un certain nombre de protocoles ou de partie de protocoles sont communs à différentes 
expériences. Ceux-ci vont être présentés au début de cette partie de manière à pouvoir ensuite y 
faiƌe ƌĠfĠƌeŶĐe daŶs les pƌotoĐoles plus spĠĐifiƋues Ƌui seƌoŶt, euǆ, pƌĠseŶtĠs daŶs l’oƌdƌe de leuƌ 
appaƌitioŶ daŶs la paƌtie ƌĠsultats ;à l’eǆĐeptioŶ des pƌotoĐoles ƌelatifs au tƌaǀail puďliĠ ;Đhapitƌe ϰͿ 
qui figurent eux directement dans la publication). 
Protocoles communément utilisés :  
- Digestion trypsique en solution : L’échantillon à digérer doit ġtƌe daŶs uŶ ŵilieu à pH ≈ ϴ Đoŵpatiďle 
avec la digestion (ex : tampon NH4HCO3 50 mM). 5 µL de solution de DTT à 45 mM dans NH4HCO3 50 
mM est ajoutĠe et uŶe iŶĐuďatioŶ de ϭϱ ŵiŶ à ϱϬ°C est ƌĠalisĠe. EŶsuite ϱ µL de solutioŶ d’IAA à ϭϬϬ 
mM est ajoutée à l’ĠĐhaŶtilloŶ Ƌui est iŶĐuďĠ ϭϱ ŵiŶ à l’aďƌi de la luŵiğƌe et à teŵpĠƌatuƌe 
ambiante. Finalement une solution de trypsine à 0,1 µg/µL dans NH4HCO3 50 mM est ajoutée de 
manière à avoir un ratio en masse trypsine : pƌotĠiŶes de l’oƌdƌe de ϯ : 100. La digestion est réalisée 
à 37 °C sur toute une nuit.  
- Digestion in-gel : AfiŶ d’Ġǀiteƌ toute ĐoŶtaŵiŶatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs aǀeĐ de la kĠƌatiŶe, il est 
nécessaire de travailler avec des gants et une charlotte. Les bandes de gel à digérer sont découpées 
au scalpel suƌ uŶe suƌfaĐe pƌopƌe ;ŶettoǇage eau puis ĠthaŶolͿ eŶ petits Đuďes d’eŶǀiƌoŶ ϭŵŵ3. Les 
morceaux de gels sont placés dans un tube Eppendorf et lavés à deux reprises 15 min sous agitation 
avec un mélange 50-ϱϬ eau/ACN puis uŶe fois ϭϬ ŵiŶ aǀeĐ de l’ACN de ŵanière à les déshydrater. 
Une solution de DTT 10 mM dans NH4HCO3 100 mM est ensuite ajoutée de manière à tout juste 
recouvrir les morceaux de gels et une incubation de 45 min à 56 °C est réalisée pour réduire les ponts 
disulfures. Ensuite la solution de DTT est ƌeŵplaĐĠe paƌ uŶe solutioŶ d’IAA à ϭϬ ŵg/ŵL ;≈ϱϬ ŵMͿ 
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dans NH4HCO3 ϭϬϬ ŵM et uŶe iŶĐuďatioŶ de ϯϬ ŵiŶ à l’aďƌi de la luŵiğƌe est ƌĠalisĠe. Les ŵorceaux 
de gels sont ensuite lavés à deux reprises 15 min sous agitation avec un mélange 50-50 eau/ACN puis 
uŶe fois ϭϬ ŵiŶ aǀeĐ de l’ACN de ŵaŶiğƌe à les dĠshǇdƌateƌ. Les tuďes soŶt plaĐĠs daŶs la glaĐe et 
une solution de trypsine à 1,5 ng/µL dans NH4HCO3 ϱϬ ŵM est ajoutĠe. L’iŶĐuďatioŶ daŶs la glaĐe 
avec la trypsine dure 45 min afin de laisser le temps à la tƌǇpsiŶe de ďieŶ diffuseƌ à l’iŶtĠƌieuƌ du gel. 
L’eǆĐĠdeŶt de solutioŶ est ĠliŵiŶĠ et le gel est ƌeĐouǀeƌt d’uŶe solutioŶ de NH4HCO3 50 mM. Les 
ĠĐhaŶtilloŶs soŶt plaĐĠs à l’Ġtuǀe à ϯϳ °C pouƌ uŶe digestioŶ suƌ la Ŷuit.  
A l’issue de la digestioŶ, les ĠĐhaŶtillons sont centrifugés et les surnageants correspondant aux 
échantillons digérés sont transférés dans de nouveaux tubes. Si les échantillons doivent être analysés 
en spectrométrie de masse ou concentrés/ dessalés sur ziptip, ils sont acidifiés de façon à avoir une 
concentration finale de 0,1% FA. Si les échantillons digérés sont destinés à être purifiés sur billes 
magnétiques de streptavidine, ils ne doivent pas être acidifiés.  
- Conditionnement des billes magnétiques de streptavidine : Les billes magnétiques de streptavidine 
soŶt ĐoŶseƌǀĠes à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϭϬ ŵg/ŵL daŶs uŶe solutioŶ d’azide de sodiuŵ. Elles soŶt 
systématiquement conditionnées avant utilisation en réalisant les lavages suivants : 1 fois tampon A, 
une fois tampon B, une fois tampon C, une fois tampon A avec des volumes environ 4 fois supérieurs 
au volume de billes à conditionner. Finalement les billes sont reprises dans du tampon A (quatre fois 
le volume initial) et ajoutées aux milieux réactionnels. 
- Lavage classique des billes : A l’issue des iŶĐuďatioŶs des billes avec les milieux réactionnels, celles-
ci sont classiquement lavées de la manière suivante : avec deux fois 200 µL de tampon A, deux fois 
200 µL de tampon B, deux fois 200 µL de tampon C, puis 200 µL, 100 µL et deux fois 5Ϭ µL d’eau. Les 
ďilles soŶt eŶsuite iŶĐuďĠes ϱ ŵiŶ aǀeĐ ϱϬ µL d’uŶe solutioŶ de ďiotiŶe à ϭϬ µM afiŶ de satuƌeƌ les 
sites de fiǆatioŶ de la stƌeptaǀidiŶe et de faĐiliteƌ l’ĠlutioŶ des peptides ďiotiŶǇlĠs. Elles soŶt 
fiŶaleŵeŶt laǀĠes aǀeĐ ϱϬ µL d’uŶ ŵĠlaŶge 1-ϭ d’H2Ϭ et d’ACN. 
- Lavage des billes au bleu de Laemmli : AfiŶ d’ĠliŵiŶeƌ uŶ ŵaǆiŵuŵ d’iŶteƌaĐtioŶs ŶoŶ-spécifiques 
eŶ paƌtiĐulieƌ suite à l’iŶĐuďatioŶ des ďilles aǀeĐ des lǇsats Đellulaiƌes ŶoŶ digĠƌĠs, le pƌotoĐole 
classique de lavage des billes a été optimisé : les étapes de lavages avec le tampon B ont été 
remplacées par une incubation de 10 min à 50 °C avec 50 µL de bleu de Laemmli 1X concentré. 
1. Evaluation de la cytotoxicité de peptides vecteurs 
La ǀeille de l’eǆpĠƌieŶĐe ;J-1), les cellules sont ensemencées en conditions stériles, dans une plaque 
96 puits à raison de 20 000 cellules dans 100 µL de milieu de culture par puits. Il faut prévoir 3 puits 
par concentration de peptides à tester et trois puits pour le contrôle positif (cellules seules). Cette 
ďoîte est plaĐĠe peŶdaŶt la Ŷuit daŶs l’iŶĐuďateuƌ à Đellules. 
Le jour J, des solutions de peptides aux concentrations à tester sont préparées dans du DMEM à 
raison de 100 µL de solution peptides pour chaque puits. Lorsque toutes les solutions sont prêtes, le 
milieu de culture est aspiré. Les cellules sont lavées à deux reprises avec 200 µL de DMEM.  
Au temps t = 0 min, les solutions de peptides sont introduites dans les puits. Dans trois puits vides 
(sans cellules) sont introduits 100 µL de solution de peptide à la concentration la plus forte pour le 
ĐoŶtƌôle ŶĠgatif. La plaƋue ϵϲ puits est eŶsuite ƌeplaĐĠe daŶs l’iŶĐuďateuƌ. Au ďout d’uŶe heuƌe, ϭϬ 
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µL de réactif CCK-8 (Dojindo) sont introduits dans chaque puits. Les boîtes 96 puits sont à nouveau 
placées daŶs l’iŶĐuďateuƌ à Đellules. 
Les ŵesuƌes d’aďsoƌďaŶĐe soŶt aloƌs ƌĠalisĠes aǀeĐ le leĐteuƌ de plaƋues Fluostaƌ à t = Ϯh, ϯhϯϬ et ϱ 
h. UŶe ŵesuƌe est ƌĠalisĠe à ϰϱϬ Ŷŵ Ƌui ĐoƌƌespoŶd au ŵaǆiŵuŵ d’aďsoƌďaŶĐe du ĐoŵposĠ oƌaŶgĠ 
formazan et une autre mesure est ƌĠalisĠe à ϮϴϬ Ŷŵ ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’aďsoƌďaŶĐe du plastiƋue de la 
plaque 96 puits. Les résultats sont récupérés et traités avec le logiciel Excel.  
2. Evaluation de la quantité de peptide internalisé 
Les eǆpĠƌieŶĐes d’iŶteƌŶalisatioŶ soŶt ƌĠalisĠes daŶs des plaques 12 puits. La veille, 5.105 cellules sont 
ensemencées par puits. Après 24 h (cellules à confluence), le milieu de culture est aspiré et les 
cellules sont lavées deux fois avec 1 mL de DMEM. Les cellules sont ensuite incubées 75 min avec 500 
µL d’uŶe solutioŶ de peptide Đhoisi ;photo;R/WͿ9 ou (R/W)9 de référence) à une concentration 
choisie (5 ou 7,5 µM dans notre cas) à 37 °C. 
A la fiŶ de l’iŶĐuďatioŶ, les Đellules soŶt laǀĠes deuǆ fois aǀeĐ ϭ ŵL d’HB““ à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte. 
Les cellules sont dĠĐollĠes et le peptide à la ŵeŵďƌaŶe digĠƌĠ paƌ l’ajout ϱϬϬ µL d’uŶe solutioŶ de 
trypsine-EDTA à 0,05 % pendant 5 min à 37 °C. La trypsine est inhibée par ajout de 100 µL 
d’iŶhiďiteuƌ de tƌǇpsiŶe de soja ;ϱ ŵg/ŵLͿ et paƌ ϭϬϬ µL de B“A ;ϭ ŵg/ŵLͿ. A paƌtiƌ de cette étape, 
les solutioŶs doiǀeŶt ġtƌe stoĐkĠes et ŵaŶipulĠes daŶs la glaĐe afiŶ d’Ġǀiteƌ ou de ŵiŶiŵiseƌ toute 
dégradation. 
Le contenu de chaque puits est transféré dans un tube Eppendorf de 1,5 mL. Chaque puits est 
ensuite lavé avec 500 µL de Tris-HCl 50 mM afin de récupérer les cellules éventuellement restées 
dans le puits, et cette solution est combinée à la précédente dans le tube Eppendorf correspondant. 
Les tubes sont centrifugés 3 min à 3000 rpm (centrifugeuse Sanyo MSE Micro Centaur) et les 
surnageants sont éliminés. 150 µL de solution de lyse pour internalisation (0,3 % Triton X-100, NaCl 1 
M) contenant la quantité voulue de peptide étalon (= version deutérée du peptide internalisé) sont 
ajoutés aux culots et les tubes sont immédiatement placés à 100 °C pendant 15 min. Les tubes sont 
ensuite centrifugés 5 min à 13 000 rpm (centrifugeuse Sanyo MSE Micro Centaur) de façon à culotter 
les débris membranaires. Les surnageants sont transférés dans des nouveaux tubes Eppendorf de 1,5 
mL et les culots sont lavés avec 850 µL de Tris-HCl 50 mM. Cette solution de lavage est combinée au 
lysat cellulaire correspondant. 10 µL de suspension de billes magnétiques de streptavidine 
préalablement conditionnées sont alors ajoutés par tube et une incubation de 60 min sous agitation 
douce à température ambiante est réalisée. 
Les tuďes soŶt aloƌs plaĐĠs suƌ uŶ poƌtoiƌ aiŵaŶtĠ peƌŵettaŶt d’iŵŵoďiliseƌ les ďilles ĐoŶtƌe la paƌoi 
pour les laver. Les billes sont lavées suivant le protocole classique décrit précédemment. Les peptides 
soŶt ĠluĠs des ďilles ŵagŶĠtiƋues de stƌeptaǀidiŶe paƌ l’ajout de ϯ µL de ŵatƌiĐe CHCA. Apƌğs uŶe 
incubation de 10 min en dehors du portoir aimanté et sous agitation, les billes sont à nouveau 
iŵŵoďilisĠes suƌ l’aiŵaŶt et Ϭ,ϱ µL du suƌŶageaŶt est dĠposĠ suƌ uŶe plaƋue MALDI aǀaŶt l’aŶalǇse 
MALDI-TOF. 
La ƋuaŶtifiĐatioŶ du peptide iŶteƌŶalisĠ est ƌĠalisĠe eŶ ĐoŵpaƌaŶt l’aiƌe du sigŶal M“ ĐoƌƌespoŶdaŶt 
au peptide vecteur testé à celle du peptide vecteur étalon utilisé. Les aires des différents pics des 
massifs isotopiques de chaque signal sont sommées. 
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3. Observation du ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe des cellules par 
immunofluorescence 
Deuǆ jouƌs aǀaŶt l’eǆpĠƌieŶĐe, les laŵelles eŶ ǀeƌƌe de ϭϮ ŵŵ ĐoŶseƌǀĠes daŶs de l’ĠthaŶol soŶt 
réparties dans une boîte 12 puits, lavées une fois avec 500 µL de tampon PBS, et recouvertes de 500 
µL de gélatine à 0,2 %.  Cette solution de gélatine à 0,2 % est préparée en dissolvant 0,2 g de gélatine  
daŶs ϭϬϬ ŵL d’eau ;Eau aƋua B BƌoǁŶ stĠƌileͿ daŶs uŶ ďĠĐheƌ Ƌui est eŶsuite ƌeĐouǀeƌt d’uŶ paƌafilŵ 
et placé quelques minutes aux micro-oŶdes à la puissaŶĐe ŵaǆiŵale ;ϵϬϬ WͿ afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe 
solution stérile.   
Apƌğs ϯϬ ŵiŶ d’iŶĐuďatioŶ, l’esseŶtiel de la solutioŶ de gĠlatiŶe est aspiƌĠe et les laŵelles soŶt 
laissées à sécher sous la hotte toute la nuit. 
La ǀeille de l’eǆpĠƌieŶĐe, ϭϬ ϬϬϬ Đellules soŶt eŶseŵeŶĐĠes eŶ dĠposaŶt ϭϬϬ µL de solutioŶ de 
Đellules foƌŵaŶt uŶ ŵĠŶisƋue suƌ la laŵelle. Au ďout d’uŶe heuƌe, loƌsƋue les Đellules oŶt ĐoŵŵeŶĐĠ 
à adhérer, 1 mL de milieu de culture est ajouté dans chaque puits. 
Le jour J, le milieu de culture est aspiré et 500 µL de solution de peptides à la concentration à tester 
(5 µM pour photo(R/W)9, 10 µM pour les peptides (R/W)9réf et (R/W)16) sont ajoutés pour une 
incubation de 16 h à 37 °C. A la fiŶ de l’iŶĐuďatioŶ, les Đellules soŶt laǀĠes deuǆ fois aǀeĐ ϱϬϬ µL de 
taŵpoŶ PB“ et fiǆĠes à l’aide de ϱϬϬ µL d’uŶe solutioŶ de paƌafoƌŵaldĠhǇde à ϯ % daŶs du PB“ 
pendant 30 min à température ambiante. Après deux lavages avec 500 µL de tampon PBS, les cellules 
soŶt peƌŵĠaďilisĠes aǀeĐ ϱϬϬ µL d’uŶe solutioŶ de TƌitoŶ X-100 à 0,4 % pendant 5 min. Les lamelles 
sont à nouveau lavées deux fois avec du tampon PBS puis incubées 30 minutes avec du sérum de 
ǀœu fœtal ;FB“Ϳ à ϭϬ % daŶs du PB“ afiŶ d’assuƌeƌ la satuƌation des sites de fixation non-spécifiques. 
Le marquage est réalisé sur un morceau de parafilm superposé à un papier absorbant humidifié au 
PBS pour éviter un assèchement des cellules pendant les différents traitements. Des gouttes de 40 µL 
de phalloïdine FITC 1/100ième dans du PBS + 10 % FBS sont déposées sur le parafilm puis les lamelles 
sont sorties des puits, retournées et délicatement déposées sur ces gouttes avec une pince à épiler. 
La durée de cette incubation est de 50 min et doit permettre de marqueƌ l’aĐtiŶe-F. Les lamelles sont 
retournées, les gouttes de phalloïdine aspirées et une incubation de 10 min est réalisée avec 40 µL 
de solution de DAPI au 1/600ième dans du PBS+10 % FBS destinée à marquer les noyaux des cellules. 
On limite ainsi les volumes d’iŶĐuďatioŶ et oŶ ŵaǆiŵise le ĐoŶtaĐt eŶtƌe les laŵelles et les ĐoŵposĠs 
fluorescents. 
FiŶaleŵeŶt les laŵelles soŶt laǀĠes Ϯ fois aǀeĐ du PB“ ;ϮϬϬ µLͿ aǀaŶt d’ġtƌe ŵoŶtĠes suƌ laŵe aǀeĐ le 
liquide de montage Vectashield. De petites gouttes de vernis sont disposées tout autour des lamelles 
de ŵaŶiğƌe à les ŵaiŶteŶiƌ eŶ plaĐe. Ces laŵes soŶt ĐoŶseƌǀĠes à ϰ °C à l’aďƌi de la luŵiğƌe. Dğs le 
lendemain elles peuvent être observées avec un microscope à fluorescence à filtres (Eclipse, TE 2000-
S, Nikon). 
 
4. Etude in vitro de la réaction de photo-crosslinking 
ϭϬϬ µL d’uŶe solutioŶ à ϮϬ µM de B“A et ϭϬ µM de ĐhaĐuŶe de foƌŵes, deutĠƌĠe et ŶoŶ-deutérée, du 
peptide photo(R/W)9 dans du NH4HCO3 50 mM et NaCl 150 mM sont préparés. Cette solution est 
répartie dans deux tuďes EppeŶdoƌf. L’uŶ de Đes deuǆ tuďes est eŵďallĠ daŶs du papieƌ aluŵiŶiuŵ 
;ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶtƌôle ŶĠgatifͿ taŶdis Ƌue l’autƌe tuďe est gaƌdĠ ouǀeƌt. 
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Ces deux tubes sont placés sur un portoir dans un bain eau/glace qui est ensuite introduit dans le 
montage de photoirradiation. La hauteur de la lampe est réglée de manière à avoir environ 5 cm 
eŶtƌe le ďas de la laŵpe et l’ĠĐhaŶtilloŶ. L’iƌƌadiatioŶ duƌe ϯϬ ŵiŶ. 
A l’issue de l’iƌƌadiatioŶ, le ŵilieu ƌĠaĐtioŶŶel de photoĐƌoss-linking ainsi que le milieu contrôle 
négatif sont réduits, alkylés et digérés à la trypsine toute la nuit à 37 °C. 
Des ǀoluŵes de digests ĐoƌƌespoŶdaŶt à ϴϬ pŵol d’espğĐes ďiotiŶǇlĠes soŶt ƌepƌis daŶs ϱϬϬ µL de 
tampon NH4HCO3 50 mM et incubés avec 20 µL de suspension de billes magnétiques de streptavidine 
pendant 60 min à température ambiante. Les billes sont ensuite lavées sur un portoir magnétiques 
en suivant le protocole classique de lavage des billes décrit précédemment. Les peptides biotinylés 
soŶt ĠluĠs aǀeĐ ϱ µL d’HCl Ϭ,ϭ M. Ϭ,ϱ µL du surnageant est prélevé, mélangé avec 0,5 µL de matrice 
CHCA et analysé en MALDI-TOF. Le ƌeste est diluĠ d’uŶ faĐteuƌ Ϯ daŶs de l’eau et tƌaŶsfĠƌĠ daŶs uŶ 
vial pour une analyse NanoLC-ESI-MS/MS.  
5. Expérience de photocross-linking avec la stratégie N°1  
Deux boîtes de cellules EF de 10 cm à confluence (contenant chacune environ 107 cellules) sont 
pƌĠpaƌĠes pouƌ l’eǆpĠƌieŶĐe ;eŶseŵeŶĐeŵeŶt de ϱ.ϭϬ6 Đellules la ǀeilleͿ. Le jouƌ de l’eǆpĠƌieŶĐe, le 
milieu de culture est éliminé et remplacé dans une des deux boites ;ĠĐhaŶtilloŶ iƌƌadiĠ νͿ paƌ ϱ ŵL 
d’uŶe solutioŶ de peptide photo;R/WͿ9 en mélange équimolaire des formes deutérée et non-
deutérée daŶs du DMEM ;ĐoŶĐeŶtƌatioŶ totale eŶ peptide de ϱ µMͿ. DaŶs l’autƌe ďoîte ;ĠĐhaŶtilloŶ 
contrôle CT), les cellules sont simplement mises en présence de 5mL de DMEM. Ces boîtes de cellules 
sont incubées 1h à 37 °C puis placées dans un bain eau/glace dans le montage de photoirradiation à 
une distance de 5 cm de lampe et irradiées pendant 30 min. 
A la fiŶ de l’iƌƌadiatioŶ, la solution de peptide photo(R/W)9 ou le DMEM seul sont éliminés et les 
cellules sont lavées à trois reprises avec 5 mL de PBS de manière à éliminer un maximum de peptide 
non internalisé. 600 µL de tampon de lyse stringent (4 % SDS, 100 mM Tris HCl et 100 mM DTT) sont 
ajoutés à chaque boîte de cellules. Les cellules lysées sont décollées du fond des boîtes au moyen 
d’uŶe ƌaĐlette et tƌaŶsfĠƌĠes daŶs des tuďes EppeŶdoƌf de ϭ,ϱ ŵL Ƌui soŶt iŵŵĠdiateŵeŶt plaĐĠs au 
bain-marie à 100 °C pour dénaturer les protéases (même si a priori les 4 % de SDS sont suffisants 
pour cela). Les tubes sont ensuite centrifugés 10 min à 16 000 g de manière à culotter les éventuels 
débris membranaires non solubilisés. Les surnageants sont récupérés et purifiés en plusieurs fois sur 
des modules de purification par ultracentrifugation (Microcon 30 kDa) en suivant les étapes du 
protocole FASP (Filter aided sample preparation) [324]. 
Elimination du détergent (Filter aided sample preparation) et dosage des protéines : 
Les surnageants des échantillons sont introduits en 3 fois (200 µL par 200 µL) dans la partie 
supérieure des Microcons complétés à chaque fois par un ajout de 200 µL de tampon UA (8 M urée 
100 mM Tris-HCl). Après chaque ajout de surnageant, les modules sont centrifugés 15 min à 14 000 g 
(le filtrat est régulièrement éliminé). Lorsque la totalité des surnageants a été transférée dans les 
ŵodules, ϭϬϬ µL d’uŶe solutioŶ IAA ;ϱ0 mM iodoacétamide, 8 M urée, 100 mM Tris-HCl) sont 
ajoutĠs. Les ŵodules soŶt ǀoƌteǆĠs ϭ ŵiŶ puis iŶĐuďĠs ϮϬ ŵiŶ saŶs agitatioŶ à l’aďƌi de la luŵiğƌe. 
Apƌğs Đette Ġtape d’alkǇlatioŶ, les ŵodules soŶt ĐeŶtƌifugĠs ϭϬ ŵiŶ à ϭϰ ϬϬϬ g. Pouƌ fiŶiƌ, plusieuƌs 
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cycles de lavages sont réalisés : 3 cycles de 15 min à 14 000 g après des ajouts de 100 µL de tampon 
UA et 3 cycles de 15 min à 14 000 g après des ajouts de 100 µL de NH4HCO3 100 mM. 
A l’issue de Đes Ġtapes, les pƌotĠiŶes ĐoŶteŶues daŶs la paƌtie supĠƌieuƌe du Microcon sont reprises 
dans 600 µL de tampon NH4HCO3 50 mM. 100µL seront utilisés pour le dosage des protéines et 250 
µL sont mis de coté pour la branche a. 
Le dosage des protéines du lysat cellulaire par la méthode BCA (BiCinchoninic acid Assay), compatible 
avec la présence résiduelle de détergents, est réalisé. Typiquement, la lyse de 106 cellules avec le 
taŵpoŶ de lǇse stƌiŶgeŶt peƌŵet d’oďteŶiƌ eŶǀiƌoŶ ϭϴϬ µg de pƌotĠiŶes. 
Branche a : 
245 des 250 µL d’ĠĐhaŶtilloŶs ν et CT ŵis de ĐôtĠ à l’issue de la puƌifiĐatioŶ suƌ ŵodule 
d’ultƌaĐeŶtƌifugatioŶ soŶt ŵis eŶ pƌĠseŶĐe de ϭϬϬ µL de suspeŶsioŶ de ďilles ŵagŶĠtiƋues de 
streptavidine pendant 1 h sous agitation à température ambiante. Les billes sont ensuite lavées sur 
portoir avec le protocole de lavage des billes au bleu de Laemmli décrit précédemment. Elles sont 
fiŶaleŵeŶt laǀĠes aǀeĐ ϱϬ µL d’uŶ ŵĠlaŶge ϭ-1 eau-ACN. Puis 30 µL de bleu de Laemmli 1X sont 
ajoutés aux billes qui sont placées au bain marie à 100 °C de manière à éluer les espèces biotinylées. 
Ces deux échantillons sont déposés sur gel 1D-SDS-PAGE ϭϬ % aiŶsi Ƌue l’ĠƋuiǀaleŶt de ϭϬ µg de 
lysats non purifiés sur billes pour chaque condition. 
Branche b : 
Auǆ ϮϱϬ µL d’ĠĐhaŶtilloŶs ƌestaŶts daŶs les ŵodules d’ultƌaĐeŶtƌifugatioŶ est ajoutĠe de la tƌǇpsiŶe 
(1:30 en masse). Les modules sont vortexés 1 min puis placés à 37 °C toute la nuit. 
Le lendemain, les échantillons digérés sont récupérés dans la partie basse du module 
d’ultƌaĐeŶtƌifugatioŶ apƌğs ϭϬ ŵin de centrifugation à 14 000 g et 3 cycles de lavages avec 50 µL de 
NH4HCO3 50 mM pendant 10 min à 14 000 g. La moitié de chaque échantillon digéré est purifié sur 50 
µL de suspension de billes magnétiques de streptavidine (même procédure de lavage des billes que 
précédemment). Les espèces photocross-linkées sont éluées dans 5 µL de HCl 0,1 M pendant 30 min 
sous agitatioŶ. ϭ µL d’Ġluat est ŵĠlaŶgĠ à ϭµL de ŵatƌiĐe CHCA, dĠposĠ suƌ plaƋue MALDI et aŶalǇsĠ 
en spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
Optimisations appoƌtĠes au pƌotoĐole afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe digestioŶ eŶzyŵatiƋue Đoŵplğte. 
- Apƌğs l’iƌƌadiatioŶ et le laǀage des ďoîtes de Đellules au PB“, le taŵpoŶ de lǇse stƌiŶgeŶt ;ϰ % 
SDS, 100 mM DTT) est remplacé par le tampon de lyse RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5 % 
déoxycholate de sodium, 0,1 % SDS, 50 mM Tris-HCl). 
- Les cellules initialement lysées dans la boîte avec 600 µL de détergent, sont décollées 
mécaniquement à la raclette, transférées dans un tube Eppendorf de 1,5 mL et ensuite 
seulement lysées par ajout de 150 µL de tampon de lyse RIPA. 
- Au lieu de la puƌifiĐatioŶ suƌ MiĐƌoĐoŶ, le lǇsat est ƌepƌis daŶs uŶ ǀoluŵe total de ϭ ŵL d’eau 
puis placé dans un boudin de dialyse (cut-off 5 kDa) et dialysé une nuit contre du tampon 
NH4HCO3 50 mM. Cette étape permet de diminuer la concentration en détergents et 
d’ĠliŵiŶeƌ uŶe paƌtie du peptide photo;R/WͿ9 liďƌe, Đ’est à diƌe Ŷ’aǇaŶt pas foƌŵĠ de liaisoŶs 
ĐoǀaleŶtes aǀeĐ des paƌteŶaiƌes d’iŶteƌaĐtioŶ. 
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6. RĠalisatioŶ d’uŶ ǁesteƌŶ ďlot pouƌ dĠteĐteƌ les espğĐes ďiotiŶǇlĠes 
A la fin de la migration des milieux de photocross-linking sur gel 1D SDS-PAGE, ce dernier est 
électrotransféré sur une membrane de nitrocellulose pendant 2h à ampérage constant de 95mA.  
La membrane est ensuite incubée 15 min avec une solution de blocage (PBS/Tween 0,1 %, 1 % BSA) 
Puis la ŵeŵďƌaŶe est ŵise eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶe solutioŶ de stƌeptaǀidiŶe-HRP (ECL Horseradish 
Peroxydase Streptavidin, Amersham GE Healthcare) au 1/2000ième dans du PBS/Tween 0,1 %, 1 % BSA 
soit 1h à température ambiante, soit toute une nuit à 4 °C, sous agitation douce. La membrane est 
lavée à 4 ou 5 reprises pendant une dizaine de minutes avec du PBS/Tween 0,1 %. 
La membrane est révélée sur un film photographique (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare) au 
ŵoǇeŶ d’uŶ kit ECL plus ;Kit Perkin Elmer Western lightning ECL plus) et des bains de fixation et de 
révélation (Sigma Aldrich) en chambre noire. 
7. Expérience de photocross-linking avec la stratégie N°2 
Protocole de préfractionnement : 
Tampon 1 : 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA 
Tampon 2 : 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 pastille Complete mini (Roche) pour 15 mL de solution 
Tampon 3 : 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 1 pastille Complete mini (Roche) pour 5 mL 
de solution, 10 % glycérol  
Le préfractionnement cellulaire est typiquement réalisé sur 10 boîtes de cellules de 10 cm à 
confluence (environ 1.108 cellules). 
Les cellules sont lavées 2 fois avec 10 mL de tampon 1. 2 mL de tampon 1 sont ajoutés et les cellules 
soŶt dĠĐollĠes à l’aide d’uŶe ƌaĐlette et tƌaŶsfĠƌĠes daŶs uŶ tuďe Falcon (5 boîtes de cellules/ tube 
Falcon). Les tubes Falcons sont centrifugés 15 min à 1500 rpm (Centrifugeuse B3.11 Jouan). Les 
surnageants sont éliminés. Chaque culot est repris dans 2,5 mL de tampon 2 et transféré dans un 
potter. Les cellules sont laissées dans la glace 30 min puis sont lysées mécaniquement en réalisant 
des allers-retours (10-15) au potter. Les cellules lysées sont transférées dans un tube Falcon et 
ĐeŶtƌifugĠes ϭϬ ŵiŶ à ϭϬϬϬ ƌpŵ. Le suƌŶageaŶt est ƌĠpaƌti daŶs deuǆ tuďes d’ultƌaĐeŶtƌifugation. Le 
culot est ré-extrait à deux reprises avec des volumes décroissants de tampon 2 (2,5 mL puis 1,25 mL) 
comme précédemment (potterisation et centrifugation) et les surnageants obtenus sont combinés 
aǀeĐ les suƌŶageaŶts pƌĠĐĠdeŶts daŶs les tuďes d’ultracentrifugation. 
Le culot restant va constituer la partie « noyau ». Après avoir correctement équilibré les tubes, les 
surnageants sont soumis à une ultracentrifugation 1 h à 4 °C à 48 000 g (Ultracentrifugeuse Optima L-
ϴϬ XPͿ. A la fiŶ de l’ultƌaĐeŶtƌifugation, le surnageant de chaque tube est récupéré dans un tube 
Falcon et constitue la fraction « cytosol ». Les culots obtenus qui correspondent à la fraction 
« membranes » sont repris dans un total de 1 mL de tampon 3. Les trois fractions sont dosées avec la 
méthode BCA. La concentration en protéines de cette fraction « membranes » est d’eŶǀiƌoŶ ϯ 
mg/mL. La fraction « membranes » est répartie en 10 aliquotes de 100 µL et conservée à -80°C. 
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Photocross-linking sur membranes : 
3 aliquotes de membranes préalaďleŵeŶt pƌĠpaƌĠes soŶt utilisĠes ;soit uŶ total d’eŶǀiƌoŶ ϭ ŵg de 
protéines membranaires). A deux des trois aliquotes (N°1 et N°2) de membranes sont ajoutés 5 µL 
d’uŶe solutioŶ de peptide photo;R/WͿ9 à 100 µM de chaque (concentration finale en peptide 
photo(R/W)9 Ġgale à ϭϬ µMͿ. UŶe de Đes aliƋuotes ĐoŶteŶaŶt du peptide ;N°ϭͿ aiŶsi Ƌue Đelle Ŷ’eŶ 
contenant pas (N°3) sont photoirradiées 1 h dans un mélange eau/glace. La troisième aliquote (N°2) 
suďit les ŵġŵes tƌaiteŵeŶts ŵais est eŵďallĠe daŶs de l’aluŵinium pour être protégée du 
rayonnement UV. 
A l’issue de la photoiƌƌadiatioŶ, les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt ĐeŶtƌifugĠs ϰ ŵiŶ à ϭϯ ϬϬϬ ƌpŵ ;ĐeŶtƌifugeuse 
Sanyo MSE Micro Centaur). Le surnageant est éliminé et les culots sont repris dans 20 µL de tampon 
de dénaturation (17 mM DTT, 0,1 % triton X-100, 3 % SDS, 50 mM NH4HCO3). A ces 20 µL de solution 
de ŵeŵďƌaŶes soŶt ajoutĠs ϭϮ µL d’eau ŵQ et ϴ µL de ďleu de Laeŵŵli ϱX et les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt 
ensuite placés 10 min au bain-marie à 100 °C puis répartis entre 2 gels 1D SDS-PAGE 12 %. Après 
ŵigƌatioŶ, uŶ des deuǆ gels est ĐoloƌĠ au ďleu de Cooŵassie et l’autƌe est tƌaŶsfĠƌĠ suƌ ŵeŵďƌaŶe 
de nitrocellulose. Un western blot avec de la streptavidine-HRP est ensuite réalisé. 
CeƌtaiŶes ďaŶdes, doŶt l’iŶteŶsitĠ est plus iŵpoƌtaŶte pouƌ l’ĠĐhaŶtilloŶ de ŵeŵďƌaŶes 
photoirradiées en présence de peptide photo(R/W)9 (N°1) que pour les contrôles (N°2 et 3), sont 
excisées du gel coloré au bleu. Ces bandes sont digérées à la trypsine et les protéines digérées 
obtenues sont purifiées sur ϭϬ µL de suspeŶsioŶ de ďilles de stƌeptaǀidiŶe. Apƌğs ϲϬ ŵiŶ d’iŶĐuďatioŶ 
à température ambiante et sous agitation douce, les billes sont lavées suivant le protocole de lavage 
au bleu de Laemmli décrit précédemment. Les espèces biotinylées sont éluées avec ϱ µL d’HCl Ϭ,ϭM. 
1µL du surnageant est mélangé avec 1µL de matrice CHCA, déposé sur plaque MALDI et analysé en 
spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
8. Expérience de pull-down + photocross-linking 
Une solution de lyse dite non-dénaturante est fraîchement préparée : 500 µL de NP-40 10 %  et une 
pastille d’iŶhiďiteuƌ de pƌotĠase ;Coŵplete MiŶi EDTA fƌee, RoĐheͿ sont ajoutés à 4500 µL de PBS 1X. 
Ainsi la concentration finale en NP-40  dans la solution est de 1 %. Trois boîtes de cellules EF à 
confluence sont utilisées pour la préparation des lysats cellulaires. Les cellules sont lavées deux fois 
aǀeĐ ϱ ŵL d’HB““ puis plaĐĠes daŶs la glaĐe et lǇsĠes paƌ ajout daŶs ĐhaĐuŶe des ďoîtes de ϭ ŵL de 
solution de lyse non-dĠŶatuƌaŶte. Apƌğs ϭ h d’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ la solutioŶ de lyse non-dénaturante, 
les cellules lysées sont rassemblées avec une raclette et transférées dans des tubes Eppendorf avant 
d’ġtƌe ĐeŶtƌifugĠes à ϭϱ 000 g (Centrifugeuse HIMAC CT15RE VWR) pendant 10 min à 4°C. Les 
surnageants obtenus sont rassemblés et dosés par la méthode BCA. Typiquement, la concentration 
eŶ pƌotĠiŶe du lǇsat oďteŶu est d’eŶǀiƌoŶ ϭ ŵg/ŵL.   
En parallèle de la préparation des lysats cellulaires,  300 µL de billes magnétiques sont conditionnées 
et réparties de manière égale dans 3 tubes Eppendorf. Aux deux premiers tubes est ajouté 1 mL de 
solution de peptide photo(R/W)9  à 0,25 µM de chacune des formes, deutérées et non deutérées, 
dans NH4HCO3 50 mM (soit 500 pmol au total de peptide photo(R/W)9 par tube). Dans le troisième 
tube est ajouté 1 mL de NH4HCO3 50 mM. Les tubes sont placés sous agitation à température 
ambiante pendant 1 h.   
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A l’issue de l’heuƌe d’iŶĐuďatioŶ, les solutioŶs ďaigŶaŶt les ďilles ŵagŶĠtiƋues de stƌeptaǀidiŶe soŶt 
éliminées en plaçant les tubes sur portoir aimanté et remplacées à chaque fois par 1 mL de lysat.  
Les tubes sont placés sous agitation dans une chambre froide (4 °C) pendant une nuit. 
Les ĠĐhaŶtilloŶs ϭ et ϯ soŶt plaĐĠs au ĐeŶtƌe de l’aƌƌaŶgeŵeŶt ĐiƌĐulaiƌe de ϭϲ ŶĠoŶs ĠŵettaŶt autouƌ 
de 350nm du système Rayonet (Southern New England company) et photoirradiés pendant 3 cycles 
de ϮϬ ŵiŶ. EŶtƌe deuǆ ĐǇĐles les ďilles Ƌui se soŶt dĠposĠes loƌs de l’iƌƌadiatioŶ soŶt ƌeŵises eŶ 
suspension en agitant doucement les tubes. 
A la fin des cycles de photoirradiation, les billes sont lavées à 5 reprises avec 500 µL de tampon de 
lavage doux  (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-ϰϬ, ϱ % glǇĐĠƌolͿ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ uŶe 
part importante des interactions non-spécifiques établies entre les billes magnétiques de 
streptavidine greffées ou non par le peptide photo(R/W)9 et les protéines du lysat cellulaire. Chaque 
échantillon de billes est ensuite élué avec 40 µL du bleu de Laemmli 2X pendant 10 min à 100 °C. Les 
éluats sont déposés et migrés sur gel 1D SDS-PAGE 12 %. Le gel est ensuite coloré au bleu de 
Coomassie. 
 
Chacune des trois pistes correspondant aux trois échantillons est découpée en 10 bandes de 0,5 cm. 
Les protéines de ces 30 bandes sont digérées in-gel, les échantillons obtenus sont concentrés au 
speedvac et analysés en NanoLC-ESI-MS/MS.   
 
Les données NanoLC-ESI-M“/M“ ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ ϭϬ ďaŶdes d’uŶe ŵġŵe piste soŶt ŵeƌgĠes pouƌ 
la recherche des protéines en banque de données (Banque Uniprot Mus musculus au 31/10/13).  Les 
listes de protéines identifiées pour chacune des pistes avec 1 % FDR, sont exportées vers un fichier 
excel.  
 
Les listes de protéines sont comparées grâce au logiciel SAINT (Significance Analysis of INTeractome) 
dispoŶiďle suƌ CRAPoŵe.oƌg. Pouƌ la souŵissioŶ des doŶŶĠes ǀia l’iŶteƌfaĐe ǁeď il faut construire un 
fichier au format .csv selon les consignes fournies sur le site.   
9. Expériences de protéomique différentielle avec la technique SILAC 
(Stable Isotope Labelling with Amino acids in cell Culture) 
 
 Préparation des milieux de culture :  
Les milieux de culture sont à base de DMEM déplété auquel est ajouté du NCS préalablement dialysé 
(pour éliminer les acides aminé libres) et filtré pour avoir une concentration finale de 10 %, des 
acides aminés lysine et arginine (146 mg/mL de lysine et 84 mg/mL d’aƌgiŶiŶeͿ  louƌds ou lĠgeƌs seloŶ 
le milieu à préparer, de la glutamine de manière à avoir une concentration finale de 4mM, une 
solution de Pénicilline-Streptomycine de manière à avoir une solution 1X concentrée.  
AǀaŶt d’ġtƌe iŶtƌoduits daŶs le ŵilieu de culture les acides aminés sont solubilisés dans 10 mL de 
DMEM et cette solution est stérilisée par passage sur un filtre de 22 µm.   
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 Culture :  
Pouƌ les eǆpĠƌieŶĐes ǀisaŶt à Ġǀalueƌ l’effet d’uŶ tƌaiteŵeŶt aǀeĐ le peptide photo;R/WͿ9 sur les 
cellules EF, des Đellules EF oŶt ĠtĠ ĐultiǀĠes d’uŶe paƌt aǀeĐ des aĐides ŵaƌƋuĠs ;HͿ et d’autƌe paƌt 
avec des acides aminés classiques (L).  
La culture des cellules pour les deux conditions à comparer doit être réalisée de manière très 
ƌigouƌeuse eŶ s’assuƌaŶt Ƌue les vitesses de croissance des cellules pour les deux conditions sont 
pƌoĐhes ou, du ŵoiŶs, Ƌue les Đellules soŶt à des deŶsitĠs siŵilaiƌes ;≈ ϴϬ % de ĐoŶflueŶĐeͿ le jouƌ de 
l’eǆpĠƌieŶĐe.  
De manière à avoir une incorporation totale des acides aminés lourds dans les cellules, le début de la 
Đultuƌe aǀeĐ les aĐides ŵaƌƋuĠs iŶteƌǀieŶt eŶǀiƌoŶ ϭϬ jouƌs aǀaŶt la ƌĠalisatioŶ de l’eǆpĠƌieŶĐe 
(minimum de 6 passages de cellules). 
 VĠƌifiĐatioŶ du tauǆ d’iŶĐoƌpoƌatioŶ :  
Une boîte de chacune des deux conditions à compaƌeƌ est pƌĠpaƌĠe pouƌ le jouƌ de l’eǆpĠƌieŶĐe.  Les 
Đellules soŶt laǀĠes aǀeĐ ϭϬ ŵL d’HB““, dĠĐollĠes aǀeĐ ϭ ŵL la tƌǇpsiŶe ;ϱ ŵiŶ daŶs l’iŶĐuďateuƌ à 
ĐellulesͿ puis la tƌǇpsiŶe est stoppĠe paƌ l’ajout de ϱ ŵL de DMEM dĠplĠtĠ ĐoŶteŶaŶt ϭϬ % de NC“ 
dialysé. Les cellules sont transférées dans un tube de centrifugation et culottées 5 min à 1000 rpm 
(Centrifugeuse B3.11 Jouan). Le surnageant est éliminé et les cellules sont reprises dans 4 mL de 
DMEM déplété. Les cellules sont comptées (Glasstic Slide 10 with grids, Hycor Biomedical) pour 
chacune des deux conditions. Ensuite les cellules (H) et (L) sont mélangées en ratio 1-1 (au minimum 
106 cellules de chaque). Des échantillons contenant seulement 106 cellules (L) ou 106 cellules (H) sont 
également préparés. Les cellules sont culottées 5 min à 1000 rpm (Centrifugeuse B3.11 Jouan). Le 
surnageant est éliminé tandis que le culot est repris dans 500 µL de PBS 1X et transféré dans un tube 
Eppendorf. Le culot est lavé à deux reprises avec 1 mL de PBS en centrifugeant entre chaque lavage à 
3000 rpm 5 min (Centrifugeuse HIMAC CT 15 RE VWR). Les culots sont ensuite lysés avec un volume 
de tampon de lyse stringent (4% SDS, 100 mM DTT, 100 mM Tris HCl) choisi de manière à avoir une 
concentration en protéine dans les lysats d’eŶǀiƌoŶ ϰ µg/µL. Ce ǀoluŵe est ĐalĐulĠ saĐhaŶt Ƌu’eŶ 
ŵoǇeŶŶe ϭ ŵillioŶ de Đellules peƌŵet d’oďteŶiƌ ϭϴϬ µg de protéines. Les lysats sont placés au bain 
marie à 100 °C pendant 15 min puis centrifugés 10 min à 13 000 rpm (Centrifugeuse HIMAC CT 15 RE 
VWR) afiŶ de Đulotteƌ d’ĠǀeŶtuels dĠďƌis Đellulaiƌes ŶoŶ soluďilisĠs. Les ĠĐhaŶtilloŶs de lǇsats pouƌ les 
cellules (L) seules, (H) seules et pour le mélange 1-1 (H)-(L) sont préparés pour un dépôt sur gel : à 24 
µL de lysat sont ajoutés 6 µL de bleu de Laemmli ϱX et l’eŶseŵďle est plaĐĠ au ďaiŶ-marie à 100 °C 
pendant 5 min. Les 30 µL de chaque échantillon correspondant à 100 µg de protéines sont déposés 
sur un gel 1D SDS-PAGE ϭϮ % de ϭ,ϱ ŵŵ d’Ġpaisseuƌ. Apƌğs ŵigƌatioŶ, le gel est ĐoloƌĠ au ďleu de 
Coomassie. Une bande de gel de quelques mm est excisée pour chaque piste, digérée et analysée en 
spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
 “i le tauǆ d’iŶĐoƌpoƌatioŶ est ĐoƌƌeĐt ;> ϵϱ%Ϳ, la totalitĠ de la piste ĐoƌƌespoŶdaŶt au ŵĠlaŶge ϭ-1 
(H)-(L) sera découpée, digérée et analysée en NanoLC-ESI-M“/M“ de ŵaŶiğƌe à seƌǀiƌ d’eǆpĠƌieŶĐe 
contrôle.  
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 Comparaison des protéomes de cellules EF et 3T3 :  
Pour les expériences visant à comparer le protéome des cellules EF avec celui des cellules 3T3, les 
cellules EF ont été cultivées avec des acides marqués, lourds (H), tandis que les cellules 3T3 ont été 
cultivées avec des acides aminés classiques, légers (L). Le protocole utilisé est rigoureusement le 
ŵġŵe Ƌue pouƌ la ǀĠƌifiĐatioŶ du tauǆ d’iŶĐoƌpoƌatioŶ sauf Ƌue la piste eŶtiğƌe du gel est 
systématiquement découpée tous les 5 mm et que les 10 ou 11 bandes obtenues sont digérées et 
analysées en NanoLC-ESI-MS/MS. 
 Test de l’effet d’uŶ peptide ǀeĐteuƌ suƌ le pƌotĠoŵe des Đellules : 
Les cellules lourdes (H) servent de référence. Les cellules légères (L) vont être incubées avec le 
peptide vecteur à la concentration souhaitée. 
Jour J-1 (pour testeƌ l’effet du peptide avec incubation overnight). Le peptide vecteur (ex : 
photo(R/W)9) est introduit dans milieu de culture (L) de manière à avoir la concentration finale en 
peptide souhaitée (ex : ϱ µMͿ. La ďoîte est agitĠe douĐeŵeŶt peŶdaŶt ƋuelƋues seĐoŶdes afiŶ d’aǀoiƌ 
une concentration en peptide homogène. 
Jour J : Le protocole est rigoureusement le même que pour la ǀĠƌifiĐatioŶ du tauǆ d’iŶĐoƌpoƌation 
sauf que la piste entière du gel est systématiquement découpée tous les 5 mm et que les 10 ou 11 
bandes obtenues sont digérées pour être analysées en NanoLC-ESI-MS/MS. 
 Traitement des données NanoLC-ESI-MS/MS obtenues :  
Les versions L et H des peptides analysés ont été identifiées et quantifiées avec le logiciel Proteome 
Discoverer 1.3 (Thermo Scientific) avec la carbamidométhylation des cystéines, l’oxydation des 
méthionines et les acides aminés marqués, lysine 13C6 et arginine 
13C6
15N4, définis comme des 
modifications variables. Le moteur de recherche SEQUEST a été utilisé avec une banque de données 
de protéines Uniprot Mus Musculus mise à jour le 30/10/13. Le taux de faux positif (FDR) a été fixé à 
1 %, la tolérance sur la masse du précurseur à 10 ppm et la tolérance sur la MS/MS à 0,6 Da. Les 
ratios H/L calculés ont été corrigés avec la normalisation sur le ratio H/L des protéines médianes de 
façoŶ à pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte l’eƌƌeuƌ eǆpĠƌiŵeŶtale suƌ le ŵĠlaŶge ϭ-1 des deux conditions.     
L’aŶalǇse statistique des listes de protéines obtenues pour chacune des expériences a été réalisée 
avec le logiciel MyProMS [297]. Les valeurs seuils pour le changement du ratio H/L ont été 
déterminées grâce à une expérience contrôle (mélange 1-1 de deux populations de cellules EF 
ideŶtiƋues ĐultiǀĠes aǀeĐ des aĐides aŵiŶĠs louƌds d’uŶe paƌt et lĠgeƌs d’autƌe paƌtͿ. Il a ainsi été 
établi que les protéines étaient significativement sur- ou souseǆpƌiŵĠes à paƌtiƌ d’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt du 
ƌatio d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϱ pouƌ des p-values sur le calcul de ces ratios inférieures à 0,05. Pour les 
expériences visant à comparer (1) les cellules EF et 3T3 et (2) les cellules EF traitées par le peptide 
(R/W)9 par rapport aux cellules non traitées, trois réplicats biologiques ont été réalisés. 
Seules les protéines présentant une variation de ratio supérieure à un facteur 1,5 en valeur absolue 
avec une p-value inférieure à 0,05 et quantifiées dans au moins 2 des 3 réplicats ont été conservées 
pouƌ l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des doŶŶĠes. L’aŶalǇse des ƌĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs des pƌotĠiŶes 
significativement sur- ou souseǆpƌiŵĠes a ĠtĠ ƌĠalisĠe aǀeĐ l’iŶterface web du logiciel STRI
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I. Annexe instrumentale : Spectrométrie de masse 
 
Les iŶstƌuŵeŶts soŶt lesƋuels j’ai tƌaǀaillĠ soŶt le speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse MALDI-TOF/TOF 4700 
Proteomics Analyzer (AB Sciex) et un système couplant la chromatographie liquide à très bas débit 
avec la spectrométrie de masse, le système NanoLC (Ultimate 3000, Dionex)-ESI-MS/MS (LTQ-
Orbitrap XL, Thermo Scientific). Ces deux instruments se sont avérés très complémentaires dans la 
réalisation de ces travaux de thèse. Le système MALDI-TOF/TOF était essentiellement utilisé en 
première intention de manière à obtenir rapidement une idée du contenu des échantillons tandis 
que le couplage NanoLC-ESI-LTQ-Oƌďitƌap s’est ƌĠǀĠlĠ iŶdispeŶsaďle pouƌ ƌĠaliseƌ l’aŶalǇse haut débit 
d’ĠĐhaŶtilloŶs ďiologiƋues Đoŵpleǆes ;lǇsats Đellulaiƌes et ŵilieuǆ issus d’eǆpĠƌieŶĐe de puƌifiĐatioŶ 
par affinité). De plus, comme détaillé dans le chapitre 5, nous avons pu comparer les modes de 
fragmentation disponibles sur ces instruments, CID « haute énergie » sur le MALDI-TOF/TOF, CID 
« basse énergie » et ETD sur le LTQ-Oƌďitƌap XL, pouƌ l’aŶalǇse des peptides photoĐƌoss-linkés. 
Pour fixer un peu mieux les choses, en particulier pour les non-massistes, se trouve ci-après une 
brève description des teĐhŶiƋues d’ioŶisatioŶ et des aŶalǇseuƌs utilisĠs. FiŶaleŵeŶt, les sĐhĠŵas des 
instruments seront donnés et le devenir des ions dans ces spectromètres de masse sera détaillé. 
1. Spectromètres de masse : Généralités 
Tous les spectromètres de masse sont structurés de la manière suivante : uŶe souƌĐe d’ioŶs, uŶ 
analyseur et un détecteur comme indiqué sur le schéma ci-dessous (Figure annexe 1). Le signal 
obtenu est ensuite traité pour donner un spectre.  
 
 
 
 
Figure annexe 1: “tƌuĐtuƌe d’uŶ speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse. 
Les ŵĠthodes d’ioŶisatioŶ utilisĠes daŶs Đe tƌaǀail soŶt l’ĠleĐtƌoŶĠďulisatioŶ notée ESI et la 
désorption/ionisation laser assistée par matrice notée MALDI. Ce soŶt des ŵĠthodes d’ioŶisatioŶ 
qualifiées de « douces » qui permettent de transformer des molécules initialement neutres 
électriquement dans un état liquide (ESI) ou solide (MALDI) en molécules chargées électriquement 
(positif ou négatif) et en phase gazeuse en induisant peu ou pas de fragmentation de ces molécules. 
Ce soŶt Đes ŵĠthodes d’ioŶisatioŶ Ƌui soŶt aiŶsi pƌiŶĐipaleŵeŶt utilisĠes pouƌ l’aŶalǇse de 
biomolécules.  
Concernant les analyseurs utilisés, ils sont au nombre de trois : l’aŶalǇseuƌ teŵps de ǀol ou TOF ;time 
of flight), le piège ionique linéaire ou LTQ (Linear trap quadrupoleͿ et l’Oƌďitƌap.  
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Dans le cas des spectromètres de masse MALDI-TOF/TOF et LTQ, la détection est réalisée par des 
ŵultipliĐateuƌs d’ĠleĐtƌoŶs apƌğs ĐoŶǀeƌsioŶ ioŶ-électron (galettes de microcanaux en TOF, dynode 
ĐoŶtiŶue eŶ LTQͿ  taŶdis Ƌu’elle se fait diƌeĐteŵeŶt daŶs « l’aŶalǇseuƌ » daŶs le Đas de l’Oƌďitƌap paƌ 
mesure de courant image.  
a. “ouƌĐes d’ioŶs E“I et MALDI : 
Désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) ([325], [326]) 
La désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) est, Đoŵŵe soŶ Ŷoŵ l’iŶdiƋue, uŶ ŵode 
de pƌoduĐtioŶ d’ioŶs au ŵoǇeŶ d’uŶ faisĐeau laseƌ. Les ďioŵolĠĐules à aŶalǇseƌ soŶt iŶĐoƌpoƌĠes 
daŶs des Đƌistauǆ de ŵatƌiĐe foƌŵĠe de petites ŵolĠĐules oƌgaŶiƋues aďsoƌďaŶt à la loŶgueuƌ d’oŶde 
du laser (ex : ʎ= 337 nm). Cette absorption des photons UV par les molécules de matrice va être à 
l’oƌigiŶe d’oŶde de pƌessioŶ daŶs le ŵatĠƌiau aǀeĐ l’ĠjeĐtioŶ et l’ioŶisatioŶ de la ŵatƌiĐe ;ŵ•+, mH+). 
Cette ĠjeĐtioŶ se tƌaduit paƌ l’eǆpulsioŶ d’uŶ pluŵeau de ŵatiğƌe. Dans ce plumeau de matière 
éjectée, des agrégats composés de molécules de matrice (neutres et ionisées sous forme protonées) 
et de biomolécules, des réactions ions molécules vont conduire à des transferts de protons de la 
matrice vers les biomolécules (cf.Figure annexe 2Ϳ. La souƌĐe d’ioŶs MALDI est uŶe source 
impulsionnelle, les ions ne sont donc pas formés de manière continue mais suite à chaque impulsion 
laser. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure annexe 2 : Schéma de principe de la pƌoduĐtioŶ d’ioŶs paƌ MALDI 
En MALDI, le nombre de protons transférés reste limité. Ainsi les peptides (MW < 5000 Da) vont être 
ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ŵoŶoĐhaƌgĠs taŶdis Ƌu’uŶe pƌotĠiŶe de ϲϬ kDa seƌa pƌĠseŶte aǀeĐ des Ġtats de 
charges typiquement compris entƌe ϭ et ϭϬ ŵaǆiŵuŵ. L’ioŶ ŵoŶoĐhaƌgĠ est toujouƌs oďseƌǀĠ Ƌuel 
Ƌuelle Ƌue soit la taille de l’aŶalǇte. 
Electronébulisation (Electrospray Ionisation, ESI) : 
L’ĠleĐtƌoŶĠďulisatioŶ iŶtƌoduite pouƌ la pƌeŵiğƌe fois eŶ ϭϵϴϴ ;[327]Ϳ ƌepose suƌ l’iŶtƌoduĐtioŶ d’uŶe 
solution aqueuse du composé à analyser dans un capillaire très fin porté à un haut potentiel (~kV). A 
l’eǆtƌĠŵitĠ liďƌe du Đapillaiƌe Đette teŶsioŶ ĐƌĠe uŶe sĠpaƌatioŶ de Đhaƌges daŶs la solution en 
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formant un nébulisat (« spray ») de fines gouttelettes chargées ou non (cf. Figure annexe 3). Dans la 
source à pression atmosphérique, ces gouttelettes chauffées vont voir leur taille diminuer 
progressivement par évaporation du solvant (désolvatation). La diminution de la taille des 
gouttelettes chargées va conduire également à une augmentation de la densité de charges au sein de 
la goutte. Lorsque la répulsion colombienne excède la tension superficielle de la gouttelette (limite 
de Rayleigh), celle-ci explose en formant des gouttelettes de seconde génération, beaucoup plus 
petites. FiŶaleŵeŶt Đela ĐoŶduit à la pƌoduĐtioŶ d’ioŶs eŶ phase gazeuse, phǇsiƋueŵeŶt iŶtaĐts et 
pouvant porter plusieurs charges eŶ ƌaisoŶ de l’attaĐhement de protons aux sites basiques des 
ŵolĠĐules. La souƌĐe d’ioŶs E“I est uŶe source continue tant que le débit de liquide et la tension sont 
maintenus. Les ioŶs oďteŶus, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ŵultiĐhaƌgĠs loƌsƋu’il s’agit de peptides, ǀoŶt ġtƌe 
transférés dans l’aŶalǇseuƌ gƌâĐe à la diffĠƌeŶĐe de poteŶtiel appliƋuĠe eŶtƌe le Đapillaiƌe ŵĠtallisĠ et 
l’eŶtƌĠe de l’aŶalǇseuƌ. TǇpiƋueŵeŶt pouƌ uŶe pƌotĠiŶe dĠŶatuƌĠe, uŶe Đhaƌge peut ġtƌe fiǆĠe pouƌ  
une masse de ~1000 Da soit pour une chaîne peptidique de 9 à 10 acides aminés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure annexe 3 : “ĐhĠŵa du pƌoĐessus d’ioŶisation par électronébulisation (figure tirée de [328]). 
b. Analyseurs utilisés 
L’aŶalǇseur temps de vol (TOF, Time of flight) 
L’aŶalǇseuƌ temps de vol (TOF) est dans son principe le plus simple de tous les analyseurs. Il est 
paƌfaiteŵeŶt adaptĠ auǆ souƌĐes d’ioŶs iŵpulsioŶŶelles pouƌ lesƋuelles tous les ioŶs soŶt pƌoduits 
pendant un temps tƌğs Đouƌt ;de l’oƌdƌe de la ŶaŶoseĐoŶdeͿ Đoŵŵe eŶ MALDI.  
Les ioŶs ĐƌĠes daŶs le ǀoisiŶage de la Điďle MALDI suite à l’ĠjeĐtioŶ de ŵatiğƌe soŶt aĐĐĠlĠƌĠs paƌ uŶ 
champ électrique homogène de quelques kV appliqué entre la cible et une grille (cf. Figure annexe 4). 
L’ĠŶeƌgie ĐiŶĠtiƋue aĐƋuise paƌ les ioŶs de ŵasse ŵ et de Đhaƌge ze possĠdaŶt uŶe ĠŶeƌgie 
potentielle zeV sera égale à 0.5 Mv2= zeV en atteignant la grille soit v = (2zeV/M)1/2. Ainsi plus la 
ŵasse de l’ioŶ seƌa ĠleǀĠe plus la vitesse sera faible et pour une molécule de masse m, les ions 
doublement chargés seront plus accélérés que les ions monochargés. Ayant traversé la grille, les ions 
vont entrer dans une région sans champ électrique et vont poursuivre leur chemin avec la vitesse 
aĐƋuise au Đouƌs de la phase d’aĐĐĠlĠƌatioŶ jusƋu’à atteiŶdƌe le dĠteĐteuƌ. La différence de vitesse 
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des ions entraînera un dĠĐalage daŶs le teŵps d’aƌƌiǀĠe au dĠteĐteuƌ. Les ions sont donc distingués 
paƌ leuƌ diffĠƌeŶĐe de teŵps d’aƌƌiǀĠe au dĠtecteur. Une propriété intéressante du TOF est que 
l’eŶseŵďle des ioŶs pƌoduits paƌ uŶ tiƌ MALDI seƌa dĠteĐtĠ et doŶĐ aŶalǇsĠ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure annexe 4 : Principe de la séparation des ions et de la mesure de leur rapport m/z avec un analyseur à 
temps de vol (TOF). 
L’aŶalǇseuƌ TOF pƌĠseŶte l’aǀaŶtage d’aǀoiƌ uŶe gaŵŵe de ŵ/z thĠoƌiƋueŵeŶt illiŵitĠe ;UŶe fois 
Ƌu’uŶe ďioŵolĠĐule de taille iŵpoƌtaŶte a pu ġtƌe ĐoƌƌeĐteŵeŶt ioŶisĠe, il « suffit d’atteŶdƌe 
suffisamment longtemps » pouƌ la dĠteĐteƌͿ et est doŶĐ tƌğs adaptĠ à l’aŶalǇse de pƌotĠiŶes eŶtiğƌes.   
Outƌe l’aŶalǇse eŶ mode linéaire pouƌ laƋuelle la dĠteĐtioŶ iŶteƌǀieŶt à l’issu d’uŶ alleƌ siŵple daŶs le 
tuďe de ǀol, il est possiďle d’utiliseƌ le ŵode ƌĠfleĐteuƌ. Le mode « reflectron » ƌepose suƌ l’utilisatioŶ 
d’uŶ ŵiƌoiƌ ĠleĐtƌostatiƋue Ƌui ǀa ǀeŶiƌ Đoƌƌigeƌ les ĠĐaƌts de ǀitesse d’ioŶs de ŵġŵe ŵ/z et peut ġtƌe 
appliƋuĠ à des ioŶs aǀeĐ des ŵasses jusƋu’à ϰϬϬϬ-5000 Da (cf. Figure annexe 5). Au-delà, les ions 
sont trop lents pour être correctement réfléchis. En passant du mode linéaire au mode réflecteur on 
augŵeŶte ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la ƌĠsolutioŶ ;de ƋuelƋues ŵillieƌs jusƋu’à eŶǀiƌoŶ ϮϬ.ϬϬϬ de 
résolution). 
 
 
 
 
 
Figure annexe 5 : Schéma de la réflexion électrostatique des ions dans un analyseur TOF en mode réflecteur 
L’aŶalǇseuƌ LTQ, tƌappe ioŶiƋue liŶĠaiƌe 
L’aŶalǇseuƌ LTQ fait paƌtie des analyseurs à stabilité de trajectoire (quadripôle, piège 
quadripolaire). Dans ces analyseurs règne un champ électrique oscillant de fréquence νRF (~MHz) qui 
va donner aux ions qui y sont introduits une trajectoire radiale stable ou instable suivant leur rapport 
m/z. Un ion de trajectoire instable frappera la surface des électrodes et sera perdu. Un ion de 
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trajectoire stable sera piégé et sélectionné. Dans le piège ionique linéaire, les ions sont piégés 
radialement par le champ radio-fréquence RF et piégés axialement par des tensions appliquées aux 
extrémités du quadripole (cf. Figure annexe 6.A). Dans ce piège linéaire, il est possiďle d’aĐĐuŵuleƌ 
uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe d’ioŶs iŶjeĐtĠs de la souƌĐe E“I et doŶĐ d’augŵeŶteƌ la seŶsiďilitĠ aŶalǇtiƋue. 
L’augŵeŶtatioŶ de la teŶsioŶ RF dĠstaďilise ƌadialeŵeŶt les ioŶs les diƌigeaŶt ǀeƌs les deuǆ 
détecteurs (cf. Figure annexe 6.BͿ La sĠleĐtioŶ d’uŶ ioŶ et sa fƌagŵeŶtatioŶ CID se pƌoduiseŶt daŶs le 
même analyseur. 
 
 
 
 
 
Figure annexe 6 : A = Schéma du LTQ, piégeage radial et axial des ions grâce à un quadripôle flanqué à ses 
deuǆ eǆtƌĠŵitĠs d’ĠleĐtƌodes peƌŵettaŶt de ƌeŶǀoǇeƌ les ioŶs soƌtaŶts ǀeƌs l’iŶtĠƌieuƌ du Ƌuadƌipôle 
(accumulation) ;  B = Détection des ions piégés dans un axe perpendiculaire au quadripôle par deux 
ŵultipliĐateuƌs d’ĠleĐtƌoŶs suite à l’appliĐatioŶ d’uŶe excitation radiale.  
Le piège linéaire quadripolaire (LTQ) permet de travailler sur une gamme de masse allant de 15 à 
4000 m/z mais elle est classiquement utilisée sur une gamme plus restreinte (ex : 500-2000 m/z),  de 
manière à diminuer la durée de chaque ĐǇĐle. La ƌĠsolutioŶ d’uŶe tƌappe ioŶiƋue est de l’oƌdƌe de 
5000.  
Analyseur Orbitrap 
L’aŶalǇseuƌ Orbitrap inventé par A. Makarov en 2000 ([329]) et commercialisé pour la première fois 
par Thermo Scientific en 2005 ([330]) est basé sur un piégeage orbital des ions paƌ appliĐatioŶ d’uŶ 
potentiel électrique unique constant sur une électrode centrale en forme de fuseau (cf. Figure 
annexe 7). Les ions injectés (via une optique adaptée C-trap) sont piégés radialement et axialement. 
L’ĠleĐtƌode eǆtĠƌieuƌe sĐiŶdĠe eŶ deuǆ paƌties isolĠes ĠleĐtƌiƋueŵeŶt peƌŵet de détecter le passage 
des ions par un effet de charge-image. La mesure de la fréquence du mouvement périodique axial 
;suiǀaŶt zͿ peƌŵet de ƌeŵoŶteƌ au ƌappoƌt ŵ/z. Cet aŶalǇseuƌ peƌŵet d’atteiŶdƌe uŶe ƌĠsolutioŶ 
importante (supérieure à 100.000) et une très bonne précision (quelques ppm) avec beaucoup moins 
de ĐoŶtƌaiŶtes Ƌue les speĐtƌoŵğtƌes de ŵasse FTICR ;Đoût, ŵaiŶteŶaŶĐe, foŶĐtioŶŶeŵeŶt…Ϳ. 
 
 
 
  
 
Figure annexe 7 : Vue eŶ Đoupe de l’aŶalǇseuƌ Oƌďitƌap. Les ioŶs soŶt iŶtƌoduits daŶs l’aŶalǇseuƌ au Ŷiǀeau 
de la flèche rouge (Figure extraite de[330]).  
détecteur 
détecteur 
A B 
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2. Représentations schématiques des spectromètres de masse utilisés 
Apƌğs le ƌappel de Đes gĠŶĠƌalitĠs ĐoŶĐeƌŶaŶt les souƌĐes d’ioŶs et les aŶalǇseurs, intéressons-nous 
aux représentations schématiques des spectromètres de masse utilisés, à savoir le MALDI-TOF/TOF 
4700 Proteomics Analyzer (cf. Figure annexe 8) et le spectromètre de masse LTQ-Orbitrap XL (cf. 
Figure annexe 9). 
a. Spectromètre de masse MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomics Analyzer) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure annexe 8 : Représentation schématique du spectromètre de masse MALDI-TOF/TOF 4700 Proteomics 
Analyzer 
Le spectromètre de masse MALDI-TOF/TOF ϰϳϬϬ PƌoteoŵiĐs AŶalǇzeƌ est ĐoŵposĠ d’uŶe chambre 
d’ioŶisatioŶ placée sous vide dans laquelle va être introduite la plaque MALDI sur laquelle les 
échantillons auront été cocristallisés avec de la matrice (classiquement CHCA). Les différentes cibles 
seront successivement analysées en déplaçant la plaque MALDI par rapport au faisceau laser 
impulsionel  (ʎ = 355 nm, fréquence de répétition 200 Hz). Apƌğs la Đhaŵďƌe d’ioŶisatioŶ se tƌouǀe 
un dispositif noté «  retarding lens » qui permet, par un processus dit d’eǆtƌaĐtioŶ ƌetaƌdĠe, de 
compenser les écarts de vitesse initiale des ions générés. Ce spectromètre de masse est également 
ĠƋuipĠ d’uŶ miroir électrostatique ;eŶ ďleu à dƌoite de l’iŵageͿ destiŶĠ Đoŵŵe iŶdiƋuĠ pƌĠĐĠdeŶt 
(I.2.a) à augmenter la résolution en compensant les écarts de vitesse initiale. Les ions peuvent être 
analysés sous forme intacte directement en mode linéaire ou en mode réflecteur.  
Il est également possible de fragmenter les ions produits en source dans une cellule de collision au 
ŵoǇeŶ d’uŶ gaz ;l’aiƌ daŶs Ŷos ĠtudesͿ afiŶ d’oďteŶiƌ des iŶfoƌŵatioŶs stƌuĐtuƌales suƌ les aŶalǇtes. 
Apƌğs uŶe sĠleĐtioŶ d’uŶ ioŶ paƌtiĐulieƌ ;TOFͿ, les fƌagŵeŶts oďteŶus paƌ ĐollisioŶ ĠŶeƌgiƋue ;ϭkeVͿ 
sont analysés par un second TOF et détectés en mode réflecteur.  
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b. Spectromètre de masse LTQ-Orbitrap XL 
 
 
 
 
 
 
Figure annexe 9 : Schéma du spectromètre de masse LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific) 
“uƌ Đe speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse, il est possiďle d’adapteƌ différentes sources : ESI, nanoESI et MALDI. 
C’est aǀeĐ la source nanoESI et des débits compris entre 200 et 300nl/min que nous avons travaillé. 
Une fois les analytes introduits en solution via la source nanoESI, ils sont ionisés après désolvatation 
des gouttelettes en traversant un capillaire de transfert chauffé. Ils entrent ensuite dans le 
spectromètre de masse. Grâce à une série de lentilles optiques, ils sont ensuite transférés dans la 
piège ionique linéaire (LTQ). Ces ions peuvent être directement analysés dans le LTQ (MS ou MS/MS) 
ou ďieŶ eŶǀoǇĠs ǀeƌs l’Oƌďitƌap pouƌ uŶe dĠteƌŵiŶatioŶ plus pƌĠĐise et aǀeĐ uŶe ŵeilleuƌe ƌĠsolutioŶ 
des rapports m/z des ions. Au-delà de l’aŶalǇse M“ des ioŶs, Đe speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse peƌŵet de 
fragmenter les ions de trois manières : en CID directement dans le LTQ, en HCD (CID avec un peu plus 
d’ĠŶeƌgieͿ daŶs la Đellule de ĐollisioŶ HCDͿ et eŶ ETD. ;NB : Nous avons essentiellement travaillé avec 
les ŵodes CID et ETD Đaƌ la tƌaŶsŵissioŶ des fƌagŵeŶts eŶ HCD Ŷ’Ġtait pas satisfaisante).  Pour 
davantage de détails concernant les modes de fragmentation CID et ETD se référer au chapitre 5. 
Partie II.2.c.  Les fragments obtenus peuvent être analysés soit dans le LTQ soit en haute résolution 
daŶs l’Oƌďitƌap. De ŵaŶiğƌe à foĐaliseƌ les ioŶs paƌeŶts ou fils aǀaŶt de les tƌaŶsfĠƌeƌ daŶs l’Oƌďitƌap, 
le sǇstğŵe est ŵuŶi d’uŶe optiƋue adaptĠe ;C-trap).  
ClassiƋueŵeŶt, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ la ŵesuƌe des ŵ/z des ioŶs paƌeŶts daŶs l’Oƌďitƌap et Đelle des 
fragments dans le LTQ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexes instrumentales 
 
- 214 - 
 
 
Annexes diverses 
 
- 215 - 
 
 
II. Annexes diverses 
Chapitre 5 : Photocross-linking 
Annexe II 1: Recherches des peptides photocross-linkés (R/W)9-BSA avec Mascot sur P.D 1.3 
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Annexe II 2: Spectres de fragmentation CID (basse et haute énergie) et ETD des ions de (M+H)+ 2803-
2813  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spectres CID basse énergie (ESI-LTQ/Orbitrap) des précurseurs 4+ (701,78 et 704,29) pour les ions de (M+H)
+
 
2803 et 2813.  
 
CID 
701
,78 
(4+) 
CID 
704
,28 
(4+) 
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Spectres ETD (Gamme de m/z 50-2000) (ESI-LTQ/Orbitrap) des précurseurs 4+ (701,78 et 704,29) pour les 
ions de (M+H)
+
 2803 et 2813. 
ETD 
701
,78 
(4+) 
ETD 
704
,28 
(4+) 
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Spectres ETD (Zoom sur la gamme de m/z 150-1000) (ESI-LTQ/Orbitrap) des précurseurs 4+ (701,78 et 704,29) 
pour les ions de (M+H)
+
 2803 et 2813. 
ETD 
701
,78 
(4+) 
ETD 
704
,28 
(4+) 
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Spectres ETD (Zoom sur la gamme de m/z 950-1500) (ESI-LTQ/Orbitrap) des précurseurs 4+ (701,78 et 704,29) 
pour les ions de (M+H)
+
 2803 et 2813. 
 
 
 
ETD 
701
,78 
(4+) 
ETD 
704
,28 
(4+) 
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Spectre CID haute énergie (MALDI-TOF/TOF) des formes monochargées des ions de (M+H)
+
 2803 et 2813. 
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Chapitre 6 : Pull down et photocross-linking 
Annexe II 3 : COMPARAISON A : Pull-down + photocross-linking versus contrôle négatif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparaison A : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down + 
Photocrosslinking (1
ère
 partie de la liste/4) 
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Comparaison A : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down + 
Photocrosslinking (2
ème
 partie de la liste/4). 
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Comparaison A : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down + 
Photocrosslinking (3
ème
 partie de la liste/4). 
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Comparaison A : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down + 
Photocrosslinking (4
ème
 partie de la liste/4). 
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Annexe II 4 : COMPARAISON B : Pull-down versus contrôle négatif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparaison B : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down  (1
ère
 partie de la 
liste/3). 
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Comparaison B : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down  (2
ème
 partie de la 
liste/3). 
Annexes diverses 
 
- 228 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparaison B : Protéines partenaires potentielles identifiées pour la condition Pull-down  (3ème partie de 
la liste/3). 
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Annexe II 5: Attributions des spectres MS/MS aux peptides [269-304] et [373-386] de la protéine.  
 Peptide QDHPSSMGVYGQESGGFSGGENR 
 
 
 Peptide GDATVSYEDP 
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Chapitre 7 : Protéomique quantitative différentielle 
Annexe II 6: Liste de protéines sur- ou sousexprimées dans les cellules EF (H) par rapport aux cellules 
3T3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Protéines surexprimées dans les cellules EF (H) par rapport aux cellules 3T3 (protéines avec une variation du 
ratio H/L supérieure à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05 pour au moins deux des trois réplicats). 1
ère
 
partie/2 de la liste  
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Protéines surexprimées dans les cellules EF (H) par rapport aux cellules 3T3 (protéines avec une variation du 
ratio H/L supérieure à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05 pour au moins deux des trois réplicats). 1
ère
 
partie/2 de la liste  
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Protéines sous-exprimées dans les cellules EF (H) par rapport aux cellules 3T3 (protéines avec une variation 
du ratio H/L supérieure à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05 pour au moins deux des trois réplicats). 1ère 
partie/2 de la liste  
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Protéines sous-exprimées dans les cellules EF (H) par rapport aux cellules 3T3 (protéines avec une variation 
du ratio H/L supérieure à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05 pour au moins deux des trois réplicats). 2
ème
 
partie/2 de la liste.  
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Annexe II 7: RĠseauǆ d’iŶteƌaĐtioŶs des pƌotĠiŶes sous-exprimées 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RĠseau d’iŶteƌaĐtioŶs protéine-protéine généré sur le logiciel STRING à partir de la liste de protéines sous-
exprimées dans les cellules EF par rapport aux cellules 3T3. Chaque sphère correspond à une protéine et 
chaque trait correspond à un lien entre deux protéines dans la base de données. La couleur des traits fait 
référence au type de lien existant entre ces protéines comme indiqué dans la légende (en haut à droite)  
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Annexe II 8 : Volcano plots obtenus pour les expériences de protéomique différentielle avec le 
marquage SILAC. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Volcano plots obtenus pour les expériences de protéomique différentielle réalisées avec le marquage SILAC. 
La paƌtie A ĐoƌƌespoŶd à l’eǆpĠƌieŶĐe ĐoŶtƌôle, la paƌtie B à la ĐoŵpaƌaisoŶ EF;HͿ/ϯTϯ;LͿ et la partie C à la 
comparaison EF(H)/ EF(L) traitées par photo(R/W)9.
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